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RESUMEN 

El propósito principal de este estudio consistió en analizar si el aceite de oliva (AO) 
produjo efectos neuroprotectores en ratas adultas sometidas a intoxicación 
subcrónica con tolueno, mediante pruebas conductuales y análisis de reactividad 
microglial Metodología: 80 ratas Sprague-Dawley de 250-280 g de peso se 
dividieron en: Control intacto (CI; n=15), vehículo (VEH; n=15), ratas intoxicados por 
administración esófago-gástrica con tolueno (TOL; n=25) y las que recibieron aceite 
de oliva (AO) por la misma vía 30 min antes del tolueno, (AO-T; n=25} cada 24 h 
durante 1 O días, la dosis inicial de tolueno fue de 0.5 mg/kg y se incrementó hasta 
2g/kg/día, los animales Cl y VEH recibieron agua destilada o AO, respectivamente. 
Treinta minutos después de administrar las dosis, los animales TOL y AO-T 
realizaron la prueba de equilibrio en rodillo giratorio, en 1 O animales de cada grupo 
se cuantificaron triglicéridos sé ricos (TGC) los días 5 y 1 O de la fase de intoxicació, 
se registró el peso corporal todos los días del estudio y al finalizar el periodo de 
intoxicación se pesó el cerebro (n=5). Durante los 20 días siguientes, cada uno de los 
grupos TOL y AO-T se dividieron en dos subgrupos; TOL [TOL y T-AO]; AO-T [AO-D 
y AO-AO] que recibieron solo dieta a base de nutrícubos o que fueron 
suplementados con aceite de oliva y, en los días 20 y 28 se analizó conducta 
exploratoria en campo abierto (open field test) durante 3 m in por 3 días consecutivos. 
Resultados: Solo se encontraron elevados los niveles de triglicéridos (TGC) en los 
grupos VEH y TOL vs Cl día 5 (p<0.05). En la prueba de equilibrio en cilindro 
giratorio en los grupo TOL y AO-T mostraron diferencias significativas (p<0.05). En la 
prueba de campo abierto los grupos TOL y AO-T mostraron hiperactividad (p<0.05) 
con defecación y micción aumentadas, en contraste, los grupos VEH y AO-AO 
presentaron lo opuesto vs Cl. El peso cerebral de animales TOL vs Cl se encontró 
disminuido (p<0.05}, sin embargo, VEH mostró aumento significativo (p<0.05). Los 
grupos TOL y AO-T redujeron su peso corporal a los 1 O días de intoxicación (p<0.05) 
y el grupo VEH lo incrementó. Los grupos AO-D y AO-AO tuvieron una mejor 
recuperación de su peso en comparación con TOL y T-AO (p<0.05). Al finalizar el 
estudio se encontró aumentada la población de microglia en todos los estratos 
corticales de ratas intoxicadas con tolueno, sin embargo solo hubo diferencias 
significativas en la comparación del estrato superior de todos los grupos vs Cl 
(p<0.05). Conclusión: La suplementación con AO previa a intoxicación con tolueno y 
durante la etapa de recuperación produjo efectos benéficos; menor daño 
neuroconductual, recuperación acelerada del peso corporal y menor población de 
células de microglia, a los 30 días de haber suprimido la exposición al solvente. 
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DISEÑO EXPERIMENTAL 

ETAPAI ETAPA 11 
(FASE DE INTOXICACIÓN 1 O DÍAS) 

8 O ratas m a eh o S p ra gu e-Dawley 
(FASE DE RECUPERACIÓN 30 DÍAS) 

sub d ivi di d~~ e.n. .. ~ . .wur.~~.: ..................... ...... . ......... . 

Cl (n=15) 

VEH (n=15) 

TOL (n=25) 

AO-T (n=25) 

Mismo tratamiento hasta finalizar el 
estudio 

Mismo tratamiento hasta finalizar el 
estudio 

TOL (n=1 O) : ------~li 
b---- T-AO (n=1 O) 

: AO-D (n=1 O) 

AO-AO (n=1 O) 
..... • ....................................................................................... .. 

Descripción de abreviaturas: 

-ETAPA 1 (INTOXICACIÓN)--

CI: Grupo control intacto, dosificado con agua destilada vía esófago-gástrica. 

VHE: Grupo vehículo, dosificado con AO por la misma vía. 

TOL: Grupo intoxicado sub-crónicamente con tolueno vía esófago-gástrica a 
partir de éste se derivan dos subgrupos TOL y T-AO. 

AO- T: Grupo de animales suplementados con aceite de oliva previo a 
intoxicación subcronica con tolueno. 

TOL 

T-AO 

AO-D 

AO-AO 

Al finalizar la etapa 1 se obtuvieron los cerebros de 5 animales de cada 
grupo experimentaL 

-E T A P A 11 (RECUPERACIÓN)--

Las ratas previamente intoxicadas con tolueno, no recibieron 
suplementación con AO 

Animales previamente intoxicados subcrónicamente con tolueno y que 
empezaron a recibir suplementación con AO. 

Ratas dosificadas con AO antes de intoxicación con tolueno, que dejaron 
de suplementarse y recibieron dieta comerciaL 

Subgrupo de animales dosificados con AO previo a su intoxicación con 
tolueno y que continuaron recibiendo la suplementación con el aceite. 
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l. ANTECEDENTES 

El abuso de inhalantes con el propósito de alcanzar un estado de euforia es 

empleado por numerosos niños y jóvenes como respuesta de escape a su realidad 

(Pres y Done, 1967; Leal y col., 1978; Chadwick y col., 1990; AAP, 1996; 

Tenenbein y col., 1996). El abuso de inhalantes se conoce también como abuso 

de sustancias volátiles (ASV}, "sniffing" o "huffing" y es una práctica que se ha 

extendido mundialmente (Kemer, 1988; Tenenbein y col., 1996; Wilkins-Haug, 

1997). Aunque los inhalantes son usados principalmente por los jóvenes, existen 

algunos factores que pueden aumentar la susceptibilidad a desarrollar 

dependencia, tales como la edad, género, grupo étnico, factores comunitarios, 

relación familiar, adaptación escolar, adaptación social, problemas emocionales, 

problemas de educación y, lo mas importante, por presión de los amigos (Oetting y 

col., 1988; Kemer, 1988; Tenenbein y col., 1996; Trotter, 1999). 

El uso de inhalantes esta relacionado con problemas de disfunción familiar, 

alcoholismo y uso de drogas, y está marcado por conflictos y desordenes 

familiares (Gutiérrez y col., 1978; Leal y col., 1978; Albaugh y Albaugh, 1979; 

Carlini-Cotrim y Carlini, 1988; Zur y Yule, 1990). Aunque muchos factores pueden 

afectar la susceptibilidad de los jóvenes para el uso de inhalantes, el estrés por la 

presión de grupo es casi siempre el disparador que desencadena el abuso de 

inhalantes, ya que para ser aceptado por los amigos o para pertenecer a un grupo 

o "banda", se debe iniciar en el uso de las drogas (Dworkin y Stephens, 1980). El 

modelo cultural es otro factor que puede contribuir al uso de inhalantes entre los 

jóvenes. Por ejemplo, se sabe que el uso de inhalantes en los niños de la calle de 

México y Brasil, en proporción, es favorecido por un modelo, más que por factores 

de presión (Trotter, 1999; Cruz-Martín del Campo y Torres, 2002). 

La popularidad en el uso de solventes se debe a su accesibilidad, bajo 

costo, menores efectos secundarios, se puede obtener legalmente, ofrece una 

satisfacción rápida, es decir, desencadena efectos eufóricos que hacen "sentir 

bien" a quien los usa, su posesión se puede justificar mas fácilmente que en el 

caso del alcohol o marihuana, el uso entre los jóvenes es cuestión de moda, es 

1 



genial ("cool'j y desencadena adicción muy sutilmente (Huang y col., 1989; 

TCADA, 1997; Nazarian y Connolly, 2002; Cruz-Martín del Campo y Torres, 2002). 

Existen cientos de productos comerciales para uso industrial o doméstico 

que pueden ser inhalados durante el ASV. Por ejemplo, los solventes industriales 

de mayor uso en México son los cementos (tricloroetileno, tetracloroetileno); 

pegamentos (tolueno, acetato de etilo y varias acetonas), el thíner (destilados de 

petróleo, benceno, acetona, tricloroetileno, tetracloroetileno) y removedores de 

barniz o pintura (acetona, tolueno, benceno, cloruro de metileno). De hecho, 

existen mas de 1000 productos de uso doméstico que despiden este tipo de 

emanaciones (AIIen, 1979; Goetz, 1985; EPA, 1990). 

Las sustancias que pueden ser utilizadas como inhalantes se subdividen en 

tres categorías: 

a) Solventes volátiles. Líquidos que se vaporizan a la temperatura ambiente 

cuando se dejan descubiertos. Se les puede encontrar en el diluyentes de 

pintura, gasolina, líquido de corrección, marcadores de punta de fieltro, 

esmalte de uñas, quitaesmalte y pegamentos (cemento de goma). 

b) Aerosoles. Sustancias que se usan por aspersión y que contienen 

propelentes y solventes como el tolueno, el cual es utilizado con más 

frecuencia en los aerosoles. Entre los aerosoles más utilizados se incluyen 

los desodorantes, productos para el cabello, productos de cocina, protectores 

textiles y las pinturas de color plata y oro. 

e) Gases. Entre los más comúnmente utilizados se encuentran los refrigerantes 

y los anestésicos médicos. Los usuarios a menudo inhalan los gases que se 

encuentran en los encendedores de butano, equipos de aire acondicionado, 

y tanques de propano. Los anestésicos médicos, como el éter, el cloroformo, 

y el óxido nitroso también son objetos de abuso. El óxido nitroso, llamado 

también gas hilarante, es el que se usa indebidamente con mayor frecuencia. 

d) Nitritos. Es un grupo de sustancias químicas entre las que se incluyen el 

nitrito de ciclohexílico, amílico y butílico. Estos son empleados principalmente 

por adultos para aumentar las sensaciones sexuales más que para lograr un 

efecto eufórico. Se les puede encontrar como pequeñas cápsulas selladas y 
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enmalladas que se rompen para liberar las emanaciones. Por el ruido que 

hacen estas cápsulas al estallar se les llama "poppers" o "snappers". El nitrito 

butílico se distribuye en pequeños frascos y al igual que los anteriores se 

pueden conseguir en librerías para adultos, en tiendas y por Internet (NDIC, 

2002). 

1. Efectos generales de los inhalantes. 

La exposición a inhalantes produce un efecto eufórico inmediato similar al 

de las bebidas alcohólicas. Inicialmente se pueden presentar excitación seguida 

de somnolencia, mareo, agitación y/o desinhibición. Las sustancias químicas que 

se encuentran en los solventes volátiles, aerosoles y gases producen algunos 

efectos secundarios como mareos, alucinaciones, delirios, beligerancia, apatía, y 

falta de tino. Algunas horas después, puede presentarse una especie de "cruda": 

dolor de cabeza, desorientación e incoordinación muscular. La exposición crónica 

también desencadena pérdida de peso, debilidad muscular, falta de atención, 

irritabilidad y depresión (Steicher, y col., 1981; NDIC, 2002; Rosenberg, 2002). 

El abuso crónico puede producir daños severos y, algunas veces, 

irreversibles al corazón, hígado, riñones, pulmones y cerebro. El daño cerebral se 

puede manifestar con cambios de personalidad, disminución de las funciones 

cognitivas, pérdida de memoria y dificultad para hablar (Rosenberg. 2002). Los 

consumidores de inhalantes pueden morir como resultado del abuso prolongado o 

a consecuencia de una sola inhalación. La llamada "muerte súbita por inhalación" 

puede sobrevenir minutos después de usar inhalantes a causa del desarrollo de 

arritmia cardiaca, inhibición vagal, depresión respiratoria y/o anoxia (Steicher y 

col., 1981; Steffee y col., 1996; Raikhlin-Eisenkraft y col., 2001 ). 

El solvente más comúnmente utilizado por su amplia distribución y fácil 

acceso y bajo costo es el tolueno, se le puede encontrar en productos de uso 

domestico como pinturas en spray, removedores de pinturas, productos de 

limpieza y correctores líquidos entre otros. Por otra parte, el tolueno es utilizado 

directamente como solvente para superficies, recubrimientos, grasas, aceites y 

3 



resinas, es empleado en la elaboración de tintas para impresión, manufactura de 

poliuretano para autos, muebles y calzado, y como producto base para la 

elaboración de benceno y trinitrotolueno (TNT) (IARC 1988). Los remanentes del 

tolueno son utilizados por la industria en la elaboración de tintas, esmaltes para 

uñas y síntesis de químicos orgánicos (EPA, 1984; HSDB, 1999). 

2. Tolueno. 

2.1 Generalidades. 

Es un compuesto que pertenece a la familia de compuestos aromáticos 

alquénicos, es el más simple de los alquilbecenos (metilbenceno). Tiene 

propiedades físicas esencialmente similares a las de cualquier hidrocarburo. Es 

insoluble en agua, pero es soluble en disolventes no polares, como éter, 

tetracloruro de carbono y ligroína y es menos denso que el agua (Morrison y Boyd, 

1990). La formula del tolueno es CsH5CH3 (Fig.1 ), su punto de fusión es de -95°C, 

su punto de ebullición es de 111 oc y su densidad relativa es de 0.879 a 20°C. Es 

ampliamente utilizado para la síntesis de otros productos químicos y drogas, y su 

importancia toxicológica se debe a que se produce en grandes cantidades para su 

aplicación industrial como disolvente de lípidos, de lo que resulta un gran riesgo 

potencial para la salud humana (Martín y Slapper, 2001 ). 

CH3 

6 
Figura 1. Estructura del tolueno. 

Debido a sus propiedades físicas y químicas, el tolueno es altamente volátil, 

lo que provoca que sea expelido fácilmente a la atmósfera, razón por la cual la 

inhalación es la principal vía de exposición. En el ambiente, la concentración 

promedio de tolueno puede variar significativamente, aunque por datos recabados 
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durante el año de 1990 en los EE.UU. se reportó una concentración media de 20 

¡.Jg/m3 (75 ppb) con un intervalo de 0.23-750 ¡.Jg/m3 (0.9-2812 ppb), con el factor de 

conversión: 1 ppm (en aire a 25 °C) = 3.76 mg/m3 y 1 mg/m3 = 0.266 ppm (EPA, 

1993). Aunque la concentración máxima permisible del tolueno es de 100 ppm, 

con el siguiente factor de conversión:1 ppm = 4.35 mg/m3 (Gupta y col., 1990). En 

el aire, el tolueno se combina con oxígeno para formar benzaldehído y cresol, los 

cuales ejercen un efecto adverso a la salud (ATSDR, 2000). 

2.2 Toxicocinética del tolueno. 

El tolueno se absorbe rápidamente por los pulmones y el tracto 

gastrointestinal y en mucho menor grado por piel (Wallen, 1986; McDougal, 1990; 

Margan y col., 1991; EPA, 1992; Ameno y col., 1992; Tsuruta, 1996). La 

absorción a través de los pulmones depende del volumen de respiración, la 

concentración en el aire, tiempo de exposición, coeficiente de partición 

sangre/aire, transporte en sangre, solubilidad en los tejidos y el metabolismo, 

aunque se ha calculado que el porcentaje promedio de exposición varía entre 0.16 

y 1.6 mg/min, y el porcentaje promedio de tolueno que se absorbe por inhalación 

es del 85-90% (Carlsson, 1982; M0lhave y Pedersen, 1984; Faust, 1994; Tsuruta, 

1996). Por otro lado, la absorción de tolueno a través de tracto gastrointestinal es 

del100% (Faust, 1994). 

Tras la absorción, el tolueno se distribuye a través de todo el cuerpo; se 

acumula principalmente en tejido adiposo y tejidos con alto contenido lipídico y 

ampliamente irrigados, entre los que se incluyen hígado y cerebro. Tras un 

episodio de inhalación a altos niveles de tolueno, se le puede encontrar en la 

grasa corporal, médula ósea, nervios espinales, médula espinal y materia blanca 

cerebral (Bergman, 1979; Wallen, 1986; Alberts y col., 1983; Peterson y 

Sarvesvaran, 1983). Por otra parte, cuando se han ingerido altas concentraciones 

de tolueno, se pueden depositar en hígado, seguido de páncreas, cerebro, 

corazón, grasa corporal y líquido espinal (Gospe y Calaban, 1988; Ameno y col., 

1989; Korsak y col., 1992). 
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2.3 Metabolismo del tolueno. 

En el organismo, el tolueno se metaboliza en el hígado mediante 

oxidaciones sucesivas en sistemas secuenciales de enzimas oxidantes (Fig. 2). 

Inicialmente, el tolueno se hidroxila y se transforma en alcohol benzílico por medio 

del citocromo P450 (CYP's); posteriormente el alcohol benzílico se oxida a 

benzaldehído por las alcohol deshidrogenasas; y subsecuentemente, se 

transforma en ácido benzoico mediante las aldehído deshidrogenasas. El ácido 

benzoico se puede conjugar con glicina para formar ácido hipúrico (principal 

metabolito urinario) o puede reaccionar con ácido glucurónico para formar benzoil 

glucurónido (ATSDR, 1999), y mediante hidroxilaciones posteriores se pueden 

originar los metabolitos minoritarios o-creso/ y p-cresol (Toftgard y col., 1982; EPA, 

1990; Monster, 1993; Kim y col., 1997). 

Tras exposición a tolueno sucede adaptación hepática de la síntesis de 

enzimas oxidativas que participan en su metabolismo, cuya inducción se 

incrementa durante las primeras 2 a 1 O h tras la exposición. Estas enzimas 

comprenden los citocromos; CYP2E1 y CYP1 A2/1, en humanos expuestos a bajas 

concentraciones de tolueno, y las isozimas CYP2C8 y CYP2B6 a exposiciones 

elevadas de tolueno (Nakajima y Wang, 1994; Kim y col., 1997; Yuan y col., 1997). 

En ratas, las principales isozimas hepáticas relacionada con el metabolismo 

del tolueno son CYP2C11/6, la cual alcanza altas concentraciones y en orden 

decreciente CYP1A1/2, CYP2A1, CYP2B1/2, CYP2C6, y CYP2E1 (Nakajima y 

Wang, 1994). Consecuentemente, la actividad de estas enzimas sobre el tolueno 

desencadena una elevada producción de sus respectivos metabolitos, el o, y p­

cresol (Nakajima y col., 1993; Yuan y col., 1997; Kim y col., 1997; Ernstgard y col., 

1999). Las isozimas CYP2B6 y CYP2E1 catalizan la formación de p-creso/ (11-

12% del total de metabolitos), y CYP1A2 cataliza la formación de o-creso/ (22%) y 

de p-creso/ (35%) (Nakajima y Wang, 1994; Yuan y col., 1997). 
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Figura 2. Metabolismo del tolueno 

Factores como el sexo y la edad de los animales influyen en la inducción de 

P450 por tolueno. En general, el efecto inductivo es más potente en animales 

jóvenes que en viejos, y en machos con respecto a las hembras. Aunque en 

neonatos expuestos a tolueno se presentan cambios significativos en la inducción 

de P450, ya que éstos dependen principalmente de la actividad de 

monooxigenasas durante los estadios tempranos del desarrollo, de ahí que el 

efecto es leve en ratas menores de 3 semanas de edad (Toftgard y col., 1982; 

Nakajima y Wang, 1994; Nakajima y col., 1997). 
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2.4 Efectos de la exposición subcrónica al tolueno. 

Ratas expuestas experimentalmente a intoxicación subcronica con tolueno 

desarrollan excitación, ataxia, incoordinación y gradualmente presentan signos de 

depresión (Kishi y col., 1988; Kishi y Miyake 1990; Kishi y col., 1993), la actividad 

diurna espontánea aumenta de un 50-60%, sufren alteraciones de equilibrio en 

pruebas de cilindro de equilibrio y periodos cortos de latencia en pruebas de 

laberinto en T (lkeda y col., 1981; Korsak y col., 1992). 

La exposición de larga duración a niveles bajos-moderados de tolueno 

puede desencadenar cansancio, debilidad, confusión, comportamiento similar al 

estado de embriaguez, pérdida de la memoria, náusea, pérdida del apetito e 

hipoacusia (Toftgard y col. 1982; Sturnph, 1985), mientras que la exposición a 

niveles elevados de tolueno en corto plazo puede producir mareo, aturdimiento, 

somnolencia, pérdida del conocimiento y en casos extremos la muerte (Korsak y 

col., 1992; ATSDR. 2000). 

Ratas expuestas experimentalmente a intoxicación subcronica con tolueno 

presentan daño severo a sistema nervioso central (SNC) evidenciado por 

alteraciones neuroconductuales y neuroquímicas, tales como narcosis, disfunción 

en la actividad del tren posterior (NIOSH, 1988; Aydin y col., 2002; Berenguer y 

col., 2003) y disminución del aprendizaje espacial y memoria (Pryor, 1991; von 

Euler y col., 1993), así como aumento de la actividad locomotriz espontánea 

(Pryor y col., 1983; von Euler y col., 1993; Martln y Slapper, 2001; Wiaderna y 

Tomas, 2002). 

2.5 Tolueno y desarrollo de dependencia. 

El tolueno al igual que otros solventes ejerce acción específica sobre el 

sistema límbico; que es la parte del sistema nervioso que media las conductas 

naturales que son básicas para la supervivencia, tales como la alimentación, la 

ingesta de líquidos, la conducta sexual y la conducta materna. En términos 

generales, la activación del sistema límbico por diferentes estímulos lleva a la 

repetición y al reforzamiento de la conducta que lo activa, lo cual se observa 
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claramente no sólo con los disolventes, sino también con la gran mayoría de los 

fármacos que generan adicción como etanol, barbituratos y benzodiacepinas 

(Guzmán, 1975; Alcaraz y col., 1973). 

Según lo reportado por Riegel y French, (2002) y Gerasimov y col. (2002), 

el desarrollo de dependencia sucede cuando se ha producido reforzamiento 

mediado por alteración en la actividad de neuronas dopaminérgicas del área 

mesolímbica y corteza prefrontal. 

2.6 Efectos depresivos del tolueno. 

La exposición a tolueno también puede ejercer efectos farmacológicos 

depresivos del SNC al igual que el de otras drogas de abuso (Evan y Balster, 

1991; Cruz y col., 1998; Ronald, 2001) mediante inhibición de la actividad de los 

receptores N-metii-D-aspartato (R-NMDA) de manera dosis dependiente (Cruz y 

col., 1998). 

De acuerdo a lo reportado por Cruz y colaboradores (1998), el tolueno 

puede ejercer efectos inhibitorios sobre el R-NMDA a concentraciones muy bajas 

de exposición (100 IJM). Específicamente, el tolueno ejerce sus efectos sobre la 

subunidad NR1/2B, la cual es aproximadamente diez veces más sensible al 

tolueno que la subunidad NR1/2A o NR1/2C. Esta subunidad se expresa 

abundantemente en neuronas del cerebro anterior de individuos jóvenes (durante 

el desarrollo embrionario y neonatal) y conforme el individuo madura, el subtipo 

NR1/2B es substituido por el subtipo NR1/2A o NR/2C (Monyer y col., 1994; Cruz 

y col. 1998; Woodward, 2000). Esto tiene importantes implicaciones, ya que los R­

NMDA, están relacionados a funciones importantes del sistema nervioso (SN) 

entre las que se pueden numerar: 

1. Modulación de plasticidad sináptica. 

2. Maduración de circuitos nerviosos (establecimiento de conexiones 

funcionales) durante el desarrollo, y en el adulto. 

3. Activación y consolidación de sinapsis mediante mecanismos de 

plasticidad. 
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4. Potenciación a largo plazo (L TP), que es la base de los procesos de 

aprendizaje y procesos de formación de memoria episódica, un tipo de 

memoria que permite recordar experiencias vividas (Wenzel y col., 1997). 

Lo expuesto anteriormente, tiene importantes implicaciones desde el punto 

de vista de la salud publica, ya que el abuso de inhalantes entre niños y 

adolescentes --euando el receptor NR1/2B es predominante en el cerebrO-, se ha 

convertido en una practica común en todo el mundo (Fianagan y lves, 1994; Cruz 

y col., 2000). El efecto del tolueno sobre el desarrollo de inhibición significativa en 

la función del receptor NMDA en niños, jóvenes o fetos expuestos durante la 

preñez, se manifiesta con deficiencias neuroconductuales, funcionales y 

anatómicas del cerebro (Wenzel y col., 1997; Cruz y col., 2000) similares a las que 

se presentan en el síndrome de alcohol fetal (Cruz y col., 1998; 2000; Ronald y 

col., 2001 ). 

2.7 Tolueno y desarrollo de estrés oxidativo. 

Tras la exposición a tolueno, se puede inducir aumento significativo en la 

formación de especies reactivas de oxígeno (ERO) a partir de hígado y cerebro, 

esto debido a la oxidación de alcohol benzílico o benzaldehído, en reacciones 

catalizadas por CYP-450 y aldehído deshidrogénesas (Chapman y col., 1990; 

Mattia y cols., 1991; Smith-Kielland y Ripel, 1993; Baydas y col., 2003), aunque en 

SN el benzaldehído, es el metabolito que desencadena un aumento importante en 

la generación de radicales hidroxilo a partir de la reacción de Haber-Weiss 

catalizada por Fe•• (Mattia y col., 1993a). Además, Mattia y colaboradores (1991), 

sugieren que el benzaldehído contribuye de manera importante al desarrollo de 

neurotoxicidad por tolueno. 

La producción de ERO sucede de manera dosis-dependiente y se han 

encontrado niveles relativamente elevados tras exposición a concentraciones muy 

bajas de tolueno (Mattia y col., 1993a), por ejemplo, en cerebelo de ratas 

inyectadas intraperitonealmente (ip) a dosis de 0.5, 1.0 y 1.5 g/kg se ha observado 

la generación gradual de ERO, aunque el hipocampo y estriado son especialmente 
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sensibles a los efectos del tolueno y sus efectos oxidativos se pueden continuar 

hasta 24 h post-exposición debido a que el tolueno estimula la generación tisular 

sistémica de ERO (Mattia y col., 1993b). 

Las ERO generadas tras exposición a tolueno pueden ejercer efectos 

depresivos sobre los niveles de glutation (GSH) en hígado y ciertas regiones del 

cerebro (Mattia y col. 1993a; Halifeoglu y col., 2000; Dundarz y col., 2003), lo cual 

es especialmente importante debido a que el GSH desempeña un papel 

importante en la protección contra ERO (Mattia y col., 1993a; Halifeoglu y col., 

2000) ya que es un importante antioxidante intracelular que protege contra una 

gran variedad de diferentes especies oxidantes, lo cual es de vital importancia 

para proteger a las células contra daño oxidativo (Gutteridge y Halliwell, 2000) 

Los disturbios en la homeostasis del glutation desencadenan estrés 

oxidativo y consecuentemente, daño neuronal (Schulz y col., 2000). Cabe hacer 

notar que en sistemas biológicos constantemente se genera una gran variedad de 

ERO por ejemplo, en cerebro se generan ERO a partir de la actividad de 

mitocondrias, oxido nítrico sintasa, metabolismo del ácido araquidónico, xantina 

oxidasas, monoamino oxidasas y CYP-P450, las cuales tienen diferentes sitios de 

formación, función fisiológica, reactividad y vida media biológica. En 

correspondencia, las células cerebrales sanas poseen altas concentraciones de 

enzimas y moléculas pequeñas antioxidantes (Eig,__3) entre las que se incluyen 

superoxido dismutasa (SOD), SOD/Mn, glutation peroxidas y catalasas, así como 

pequeñas moléculas de GSH, ácido ascórbico, vitamina E y buen número de 

flavonoides dietarios (Schulz y col., 2000). 

El estrés oxidativo describe una condición en la cual las defensas 

antioxidantes son insuficientes para mantener niveles bajos de ERO debido a la 

excesiva producción de ERO y/o perdida de defensas antioxidantes (Bg_,_3). Por 

otra parte, la disminución en los niveles de GSH y el daño oxidativo constituyen 

sistemas de señalización temprana que desencadena eventos apoptóticos y 

muerte celular (Kane y col., 1993) por ejemplo, la disminución rápida de GSH 

induce apoptosis mediada por Fas (proteína membrana! de la familia de TNF) 

(Nagata, 1997; van den Dobbelsteen y col., 1996; Bojes y col., 1997). 
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Figura 3_ Balance entre generación de ERO y sistemas antioxidantes. El 

desbalance entre ambos sistemas, la producción excesiva de ERO (izq) o defensa 

antioxidante reducida (der) desencadena estrés oxidativo (Tomado de Schulz y 

col., 2000). 

El SNC, es especialmente vulnerable a daño oxidativo debido a que el 

cerebro consume grandes cantidades de oxígeno, contiene altas cantidades de 

lípidos y es relativamente pobre en defensas antioxidantes en comparación con 

otros tejidos (Metodiewa y Koska, 2000). 

El estrés oxidativo puede ejercer sus efectos sobre las membranas 

biológicas alterando los sistemas de transporte iónico, así como la fluidez 

membrana!. 

2.8 Efecto del tolueno sobre membranas neuronales. 

El estrés oxidativo desencadenado tras exposición a tolueno puede ejercer 

sus efectos sobre las membranas celulares, lo que puede alterar la composición y 
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función de las células cerebrales (LeBel y Bondy, 1991 ). Se ha reportado que en 

ratas expuestas a dosis única (1 g/kg/1 h/i.p) de tolueno, se puede provocar una 

reducción significativa en los niveles basales de fosfolípidos de membranas (FLM) 

de hasta un 35% y la fluidez de membranas se puede incrementar 

significativamente (LeBel y Schatz, 1990; Edelfors y col., 2002). 

LeBel y Schatz (1990), reportaron que el lípido sobre el cual ejerce sus 

efectos el tolueno es fosfatidiletanolamina (FE). Este fosfolípido se disminuye 

debido a que el tolueno estimula la actividad de enzimas fosfolipasas C (Flasa C), 

especificas para FE, lo cual ocasiona aumento en la fluidez de regiones 

membranales muy especificas; Es decir, el tolueno provoca fluidificación solo de la 

monocapa externa (Lebel y Schatz, 1990; Edelfors y col., 2002), y 

consecuentemente, la función neuronal se altera. Por ejemplo, se observa 

disfunción en la actividad de algunas enzimas membranales como Na•/K+­

adenosin trifosfatasa (ATPasa) (20-30%, 15-30 min), mientras que, ATPasa 

dependiente de Mg++ y ca++ no se alteran (LeBel Schatz, 1990). 

Otros autores han demostrado que la fluidez de membranas expuestas a 

tolueno se presenta de manera lineal, al igual que la disminución en la actividad de 

enzimas acetilcolinesterasas (AChEasa). En contraste, la actividad de enzimas 

ATPasas disminuye de manera dosis-dependiente debido quizás a la alteración en 

la relación lípido/proteína (Korpela y Tahti 1988, Korpela, 1989; Edelfors y Ravn­

Jonsen, 1990; Engelke y col., 1992). 

Además, los cambios que desencadena el tolueno sobre la composición 

lípidica de las membranas propician aumento de las concentraciones 

intracelulares de ca••, alteración de la función de receptores para dopamina (DA) 

y neurotensina (von Euler y col., 1988; 1990), y disminución en la afinidad a su 

ligando de receptores ~-adrenérgicos de corteza cerebral de ratas (Fuxe y col., 

1987). Asimismo, la exposición a tolueno desencadena reducción de 

noradrenalina (NA) en la porción dorsal del puente (nucleus coeru/eus) y de DA 

en hipotálamo y porción ventral del cerebro medio rico en sustancia nigra 

(Bjornaes y Naalsund, 1988; Kiriu y col., 1990); disminución de acetilcolina en 

hipocampo de ratas expuestas a dosis elevadas de tolueno (Honma, 1983) y, 
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afecta neuronas monoaminérgicas del cerebro, particularmente serotoninérgicas, 

al igual que algunos alucinógenos; como la dietilamida del ácido lisérgico (LSD) lo 

que da como resultado el llamado "síndrome de serotonina" (Yamawaki y Sarai, 

1982; Celani y col., 1988). 

Recientemente, ha aumentado el numero de reportes que involucran a los 

radicales libres derivados de una gran cantidad de eventos patológicos en el 

desarrollo de neurotoxicidad, muerte celular por apoptosis y desordenes 

degenerativos y también ha aumentado el número de reportes en los que se 

propone la utilización de agentes terapéuticos antioxidantes para prevenir el daño 

y la muerte neuronal (Metodiewa y Koska, 2000). Algunos de los productos más 

comúnmente utilizados para prevenir el daño oxidativo a SNC incluyen la 

utilización de alimentos naturales, vitaminas, hierbas y otros suplementos dietarios 

(Cameron y Rosenfeld, 2002). Por esta razón, la utilización de aceite de oliva (AO) 

para aminorar el daño tisular por exposición a tolueno puede ser una alternativa 

viable ya que el aceite de oliva contiene triglicéridos (TGC), ácidos grasos libres 

de glicerol y otros elementos que tienen capacidad antioxidante (Kiritsakis, 1998; 

1999; Rabovsky y Cuomo, 1999). 

3. Aceite de oliva. 

3.1 Composición química del aceite de oliva extra virgen. 

El aceite de oliva está constituido principalmente por ácidos grasos 

monoinsaturados (AGM), entre éstos ácidos grasos destaca el oleico por ser el 

más abundante, seguido por el linoleico (vitamina F) y el tocoferol (vitamina E). El 

ácido oleico participa en la reducción de lipoproteínas de baja densidad (LDL) y 

aumenta la concentración de lipoproteínas de alta densidad (HDL) (Kafatos, 1995; 

Kushi y col., 1995; Aparicio y col., 1997; IOOC, 1999). 

De acuerdo a la cantidad y calidad de ácidos grasos que contienen los 

aceites de oliva varia su clasificación por ello, de acuerdo a la norma CODEX 

STAN 33 (2001 ), los aceites de oliva se clasifican en: a) aceite de oliva virgen; b) 
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aceite de oliva refinado y; e) aceite refinado de orujo de aceituna. En el cuadro 1 

se presenta la composición de ácidos grasos del AO. 

El aceite de oliva extra virgen contiene tres tipos de ácidos grasos: 

-Saturados (palmítico) 

- Monoinsaturados (oleico) 

- Poliinsaturados (linoleico y linolénico). 

Con respecto a otras grasas vegetales, el aceite de oliva contiene menor 

porcentaje de ácidos grasos poliinsaturados (AGPI). 

Los AGPI se caracterizan por presentar menos estabilidad en los metilenos 

(-CH2) situados entre dobles enlaces no adyacentes, lo que favorece la oxidación 

y formación de radicales libres. Mientras que, el ácido oleico, mayoritario en el 

aceite de oliva, es menos propenso a oxidarse (Kiritsakis, 1987; 1999). 

Cuadro 1. Ácidos grasos presentes en el aceite de oliva extra virgen 

(tomado de Kiritsakis, 1987). 

Ácido graso 

Acido !áurico 
Ácido mirística 
Ácido palmítico 
Ácido palmitoleíco 
Ácido heptadecanoíco 
Ácido heptadecenoíco 
Ácido esteárico 
Ácido oleico 
Ácido linoleico 
Ácido linolénico 
Ácido araquídico 
Ácido behénico 
Ácido erúcico 
Ácido lignocérico 

Instauraciones 

(C 12:0) 
(C 14:0) 
(C 16:0) 
(C16:1) 
(C 17:0) 
(C 17:1) 
(C 18:0) 
(C 18:1) 
(C 18:2) 
(C 18:3) 
(C 20:0) 
(C 22:0) 
(C 22:1) 
(C 24:0) 

% m/m de ésteres de 
metilo 
No detectable 
<0.1 
7.5-20.0 
0.3- 3.5 

<0.5 
<0.6 

0.5 - 5.0 
55.0-83.0 
3.5-21.0 

<1.0 
<0.8 
<0,3 
No detectable 
<1,0 

Además, el aceite de oliva contiene un residuo insaponificable, constituido 

por clorofilas y carotenos (provitamina A), responsables del color del aceite que 

puede variar del amarillo claro al verde oscuro. También contiene vitaminas K y E 
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que actúan como antioxidantes naturales. Es importante destacar que el aceite de 

oliva carece de colesterol, pero representa una fuente de energía, vitaminas y 

ácidos grasos esenciales (Tateo y col., 1993; Rana y Kumar, 1994). 

Otros elementos importantes que forman parte de la composición del aceite 

de oliva se enumeran a continuación: 

- Hidrocarburos: 

Escualeno: Potente inhibidor del oxígeno 
reactivo. 

B-Caroteno: precursor de la vitamina A. 

- Pigmentos no terpénicos: Clorofila. 

- Tocoferoles: 

Vitamina E (150-300 ppm) 

- Estero/es: 

B-sistosterol: Compite con el colesterol 
en la absorción intestinal, evitando que 
se absorba el colesterol en el intestino. 

OH 

Me 

H 

co o 

bo~ 
fitol 
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- Polifenoles: Hidroxitirosol y oleuropeína. 

+2ROz .. +ROOH 

Una peculiaridad de la fracción insaponificable del aceite de oliva es su 

mayor contenido de escualeno en comparación con otros aceites vegetales y su 

alto contenido de esteroles, casi exclusivamente de ~-sitosterol, el cual, se ha 

demostrado que es un importante antioxidante en contraste; el aceite de orujo de 

aceituna contiene mas compuestos alcohólicos que los aceites de oliva vírgenes o 

refinados y su índice de yodo es, por tanto, mas bajo que el encontrado 

normalmente en los aceites de oliva vírgenes y refinados, y su punto de fusión 

más elevado (cuadro 2) (CODEX STAN 33, 2001; Aparicio y col., 1997; Rana y 

Kumar, 1994; IOOC, 1999). 
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Cuadro 2. Contenido de esteroles del aceite de oliva (Aparicio y col., 1997; IOOC, 

1999; Kiritsakis, 1999). 

B-sitosterol Campesterol Colesterol 
Aceite de oliva virgen 
Aceite de oliva refinado :2:93 ~4.0 ~0.5 

Aceite de orujo de aceituna 
refinado 

3.2 Importancia de la utilización del aceite de oliva. 

La importancia de la utilización del aceite de oliva radica en su contenido de 

antioxidantes y de ácidos grasos esenciales (AGE), principalmente los ácidos 

linoleíco (18:2, n-6) y a- linolénico (18:3, n-3), ya que al metabolizarse en hígado 

dan lugar a la formación de cadenas más largas para formar ácidos grasos 

poliinsaturados de cadena larga (AGPICL); con 20 y 22 carbonos, y cuatro, cinco o 

seis dobles enlaces que están representados por el ácido araquidónico (ARA) y el 

ácido decosahexaenoico (DHA). Estos son los ácidos grasos que se encuentran 

en los fosfolípidos de las membranas del sistema nervioso, cerebro y eritrocitos 

(Crawford y col., 1976; Araya y col., 1999; Elvevoll y James, 2000). El cerebro está 

constituido por aproximadamente el 60% de lípidos estructurales y utiliza ARA y 

DHA para crecer, funcionar y preservar su integridad (Araya y col., 1999). 

3.3 Funciones de los ácidos grasos esenciales. 

Los AGE se asocian estrechamente a procesos vinculados al desarrollo del 

SNC, por lo que son abundantes en la materia gris de corteza cerebral, 

membranas sinápticas, mitocondriales y microsomales, aunque las mayores 

concentraciones de lípidos se encuentran en la corteza cerebral. En ésta región, 

los fosfolípidos corresponden al 22%, en el segmento externo de los 

fotoreceptores de la retina. El DHA constituye hasta el 60% de los lípidos, en estas 

dos estructuras destaca el alto contenido de DHA y ARA que ocupan el 50% del 

total de los ácidos grasos presentes (Mariane, 1998). 
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El tipo y la cantidad de grasa de una dieta modifica no sólo la concentración 

de lípidos en sangre, sino también la composición química de los lípidos 

constituyentes de las membranas celulares en los diversos tejidos (Tahin y col. 

1981; Harris y Stahl 1983; Roach y col. 1993; Yaqoob y col. 1995). En el caso del 

AO, el ácido oleico, es el ácido graso monoinsaturado (AGM) más abundante y se 

ha comprobado que puede modificar la composición química y propiedades físicas 

de las membranas celulares (Thomson y col., 1986; Muriana y col., 1992) por 

ejemplo, trabajos efectuados por Martínez-Martos y sus colaboradores (1999), han 

mostrado que el ácido oleico puede afectar la actividad aminopeptidasa a nivel de 

corteza prefrontal de animales alimentados con una dieta enriquecida con 20% de 

AO. Los efectos inducidos por el ácido oleico, en diferentes niveles pueden ser: 

a) Modificación de la participación de aminopeptidasas en los procesos de 

comunicación intercelular de segundos mensajeros mediados por 

fosfatidilinosistol (FI) y posteriormente por proteincinasa C (PKC). 

b) Modulación de los transportadores de aminoácidos en SN. 

e) Regulación de la actividad de neuropéptidos opiáceos. 

d) Mediación de los efectos de las hormonas esteroides sobre astroglia 

(Strosznajder, 1984; Ando y col., 1984). 

Inclusive se ha propuesto que las modificaciones en la composición de los 

ácidos grasos son responsables de la modificación funcional de membranas 

biológicas y de los procesos de transducción de señales celulares, una vez 

liberados de las membranas celulares (Strosznajder, 1984; Ando y col. 1984). 

Además, que la actividad fisiológica de los AGM podría tener algún efecto 

protectivo contra deficiencias de la capacidad intelectual, asociadas al 

envejecimiento (Martínez-Martos y col., 1999). 

Lo anteriormente expuesto sugiere, que el consumo de AO puede contribuir 

en la disminución del daño oxidativo desencadenado tras exposición a tolueno 

ejerciendo efectos protectivos principalmente sobre proteínas membranales y 

ácidos grasos de la membranas celulares (Visioli y Galli, 2000). 
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Además, los efectos benéficos de la suplementación con AO, tras un 

periodo de intoxicación con tolueno se pueden evidenciar por la respuesta del SN 

a la lesión oxidativa desencadenada por tolueno, ya que cuando el tejido nervioso 

ha sufrido daño se desencadena la activación de células de microglia (Kato y 

Walz, 2000), las cuales despliegan cambios morfológicos y fisiológicos 

importantes, encaminados a reparar el tejido lesionado o bien, a fagocitar detritus 

de células dañadas (Graeber y Kreutzberg, 1994; Kreutzberg, 1996). 

Estas células, generalmente presentan forma ramificada y una baja 

expresión de anticuerpos inmunológicos relevantes como el complejo mayor de 

histocompatibilidad clase 11 (MHC-11) y moléculas de adhesión (Hickey y Kimura, 

1988; McGeer y col., 1993; Kreutzberg, 1996; Beyer y col., 2000). Tras su 

activación, éstas células se transforman y adquieren morfología de células 

ameboides, incrementan su actividad fagocítica, aumentan la expresión de novo 

de MHC y moléculas de adhesión y sucede proliferación como reacción secundaria 

a los procesos patológicos que producen daño neuronal (Walton, 1997; Nakajima y 

col., 2003). 

Estos eventos, son regulados mediante una delicada red de citocinas y 

factores de crecimiento que modulan la actividad inmunocompetente de estas 

células (Sawada y col., 1995; Hailer y col., 1998). 

Por otro lado, se sabe que virtualmente, casi cualquier evento patológico en 

SN puede desencadenar la activación de éstas células que permanecen en estado 

quiescente (Giulian y col. 1994; Kreutzberg, 1996; Minghetti y Levi, 1998; Mertsch 

y col., 2001 ). 

4. Microglia. 

· Estas células fueron descritas por primera vez por el español Pio Del Rio 

Hortega (1919) quien, en virtud de su origen (mesodermo), las llamo mesoglias. Son 

más pequeñas que el resto de las células gliales, tienen una densidad numérica 

baja, ramificación escasa y núcleo pequeño (Walton, 1997; Fawcett, 1995}. Este 

tipo celular se distribuye de manera uniforme en todo el cerebro normal adulto, 

20 



constituyen aproximadamente del 5-20% de la población glial (Lawson y col., 

1992). 

Durante los estadios tempranos del desarrollo cerebral la microglia se 

presenta como células con morfología similar a macrófagos periféricos, muestran 

un cuerpo celular relativamente grande y procesos cortos, en estas condiciones se 

les conoce como ''microglia ameboide". Se considera que su función esencial es 

fagocitar células extrañas y restos de células muertas (detritus), entre las que se 

incluyen las neuronas (Ling, 1979; Cuadros y Navascues, 2001 ). 

Recientemente, se ha establecido que existen dos subtipos de microglia: 

1. Microglia parenguimal: se presentan como células ramificadas distribuidas 

por todo el parénquima cerebral y constituyen una población permanente de 

células. 

2. Microqlia perivascular: estas células son reemplazadas periódicamente por 

células que derivan a partir de médula ósea y que estratégicamente se 

localizan en la lámina basal de los capilares venosos y en plexos coroideos 

(Hickey y Kimura, 1988; Santambrogio y col., 2001; Williams y col., 2001 ). 

La diferencia básica entre estos dos tipos de microglia es que la microglia 

perivascular expresa abundantemente el antígeno CD45, en cambio la microglia 

parenquimal (en reposo o incactiva) lo expresa escasamente (Sedgwick y col., 

1991 ). En procesos inflamatorios, la microglia inactiva responde por sobre­

regulación de antígenos CD45, CD4 y MHC (complejo mayor de 

histocompatibilidad) clase 1, y una población minoritaria de células responde 

aumentando la expresión de MHC clase 11 (Sedgwick y col., 1991). Además, se ha 

demostrado que la microglia en estado de reposo libera niveles bajos de factores de 

crecimiento; factor de crecimiento de fibroblasto (FGF) y factor de crecimiento 

nervioso (NGF) (Harada y col., 2002; Rajadhyaksha y Khan, 2002). 
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4.1 Origen de las células microgliales. 

En general, se considera que las células microgliales tienen su origen a 

partir de monocitos periféricos que penetran a través de la barrera 

hematoencefálica e invaden el parénquima cerebral donde se diferencian en 

microglia ramificada madura (Fig. 4) (Uivestad y col., 1994). En contraste a su 

origen monocitario, se ha propuesto la teoría del origen neuroectodermico de la 

microglia. Acorde a esta teoría la microglia tiene su origen a partir de glioblastos 

derivados de neuroectodermo (células madre) (Kitamura y col., 1984; Hao y col., 

1991 ). Por trabajos realizados en roedores, recientemente se ha establecido que la 

microglia se origina tanto del neuroepitelio y de la médula ósea a partir del precursor 

CD45 de linaje mieloide, los cuales son precursores también de macrófagos y 

granulocitos (Santambrogio y col., 2001 ). 

Células de la médula ósea adulta pueden ingresar al cerebro; y aunque la 

mayor parte de ellas se vuelven microglias, un pequeño porcentaje puede 

transformarse en astrocitos, evento desconocido en humanos (Bjorklund y 

Suendsen, 1999). 

Médula ósea Desarrollo cerebral Daño/enfermedad 
microglia 

M·CFU GM·CFU _,m-" -->o.. ~ activada 
O· O J' -, _. ¡F -lt-4 ./;1;f 

mon!lasto monocito -<_ g. :~~~~~: \mic.r?glia 1 \ 
O.., • Q ' ram1f1cada · microglia 

Pro-mo~to microglia i(. ~;;j;f_a 
perivascular · ~ T 

Cerebro 

Figura 4. Microglia en el desarrollo y en cerebro adulto (Tomado de Nakajima y 

col., 2001 ). 
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Durante el desarrollo cerebral, la microglia ameboide es remplazada por 

microglia ramificada, la cual presenta un cuerpo celular pequeño y prolongaciones 

largas y ramificadas (Fig. 4). La microglia ramificada permanece en un estado 

funcionalmente inactivo y se le conoce como "microglia en reposo". Cuando el 

cerebro sufre daño o es afectado por alguna enfermedad la microglia ramificada 

se transforma a su estado activo "microglia activada" o "microglia reactiva', lo cual 

se caracteriza con retracción de sus procesos celulares, elongación del soma y 

proliferación celular en el área dañada (Streit y col., 1988; Zielasek y Hartung, 

1996). 

4.2 Activación microglial tras daño. 

Cuando el cerebro es dañado o afectado por alguna enfermedad, la 

microglia ramificada (en reposo) se transforma a su estado de "microglia activada". 

Tras su activación, la microglia presenta una serie de cambios entre los que se 

encuentran la expresión de varios antígenos de membrana como el receptor del 

complemento (RC) 3, MHC clase 1 y clase 11 y la activación de la enzima 5'­

nucleotidasa, la cual está asociada a la actividad funcional de la microglia (Streit y 

col., 1988; Streit y Colton, 1995; Salimi y Humpel, 2002). Posteriormente, la 

microglia activada prolifera en numero alrededor de las células dañadas (Fig. 5). 

La microglia en estado activado se divide en OX42+ y lba1+, de acuerdo a sus 

propiedades fagocíticas, y en estado no fagocítico en ED1' (Fig. 4) (Streit y col., 

1988; Streit, 1996; Graeber y col., 1998). 
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Figura 5. Respuesta microglia tras la transacción del nervio facial e inyección con 

aceite de ricino (Tomado de Nakajima y col., 2001 ). 

4.3 Disparadores moleculares de la activación microglial. 

Los factores desencadenantes de la activación microglial se pueden agrupar en 

categorías como son: 

1. Estimuladores no materiales. Cambios eléctricos derivados del daño 

neuronal y cambios iónicos en el microambiente neuronal. 

2. Substancias biológicas activas. Se incluyen i) moléculas de bajo peso 

molecular; como pépticos y hormonas, y ii) factores de crecimiento o 

citocinas; entre las que se incluyen el factor estimulante de colonias (CSF) 

que incluye el factor estimulante de macrófagos (M-CSF) y el factor 

estimulante de granulocitos-macrofagos (GM-CSF) (Raivich y col., 1991; 

Streit y Colton, 1995; Pfrieger y Barres, 1995). Mas recientemente, 

Nakajima y col., (2003) han publicado que la microglia puede ser activada 

por lipopolisacaridos (LPS) en un proceso mediado por PKC. A su vez, la 

activación de microglia por esta vía desencadena la inducción de factores 

dañinos como oxido nítrico (ON) y factor necrótico tumesófago-gástrica alfa 

(TNF-a) (Nakajima y col., 2003). 
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Tras lesión, se observa aumento en la expresión de receptores para M-CSF 

y GM-CSF, los cuales se inducen proliferación y transformación microglial. Se cree 

que estos CSFs son producidos y liberados por astrocitos de los alrededores 

(Raivich y col., 1991 ). 

Existen otros activadores como el péptido relacionado con el gen para 

calcitonina (CGRP) y ATP (Priller y col., 1995), considerados como elementos 

derivados de neuronas en el modelo de nervio facial seccionado (Fig. 6). Los 

cuales inducen la transcripción de mANA en microglia. Así mismo, el ATP puede 

inducir quimiotaxis (Honda y col., 2001 ), liberación de plasminógeno (PGn) (lnoue 

y col., 1998), interleucina (IL-1b) y activación del factor nuclear (FN) kB a partir de 

microglias en cultivo (Fig. 6) (Ferrari y col., 1997). 

4.4 Proliferación microglial. 

La proliferación celular es una característica de la microglia activada in vivo, 

los factores que desencadenan la actividad mitótica en microglia se han descrito 

como cierta clase de CSF. La microglia puede proliferar como respuesta a GM­

CSF, M-CSF y multi-CSF (IL-3) (Giulian e lngeman, 1988). 

Existen reportes que muestran que CSF's, IL-2, IL-4, IL-5 y el TNF inducen 

proliferación celular a partir de microglia en cultivo (Giulian y col., 1991 ). 
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Figura 6. Moléculas que generan la activación microglial y moléculas derivadas de 

factores citotóxicos y neurotróficos (Tomado de Nakajima y col., 2001 ). 

4.5 Actividad citotóxica de la microglia. 

Se ha observado que la microglia puede ejercer efecto citotóxico en 

padecimientos crónicos, entre estos efectos se pueden mencionar las reacciones 

inflamatorias que van acompañadas de proliferación microglial e infiltración de 

células sanguíneas periféricas, a partir de las cuales se generan moléculas 

citotóxicas y citocinas proinflamatorias. Estas moléculas desencadenan reacciones 

secundarias que pueden provocar daño o muerte de neuronas vulnerables (Colton 

y Gilbert, 1987). 

A partir de microglia en cultivo se ha logrado elucidar que, al igual que 

macrófagos periféricos, la microglia puede sintetizar algunas moléculas con 

potencial citotóxico entre los que se pueden incluir el anión súperoxido (02' -) 

(Colton y Gilbert, 1987; Colton y Gilbert, 1993; Colton y col., 1994), oxido nítrico 
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(ON) (Boje y Arara, 1992; Colton y col., 1996) y citocinas proinflamatorias (Fig. 6). 

Otros factores dañinos secretados por microglia son los lipolisacaridos (LPS), 

interferon-gamma (INF-y) y la proteína ~-amiloide (McDonald y col., 1997). 

Entre las especies reactivas de oxígeno (ERO) se incluyen: el anión (02·-¡, 
hidroxilo (-OH) y peroxido de hidrógeno (H202); los cuales son especialmente 

dañinos para oligodendrocitos y su mielina, esto debido a su capacidad de inducir 

peroxidación lipídica. (Meda y col., 1995). Los óxidos de nitrógeno como el ON, 

son radicales libres altamente reactivos. Se cree que estos radicales ejercen 

efecto inhibitorio sobre enzimas respiratorias mediante la oxidación del grupo 

sulfídrilo (SH) de las proteínas y pueden ejercer daño sobre el, proceso que puede 

desencadenar muerte celular (Meda y col., 1995}. 

4.6 Acción neurotrófica de la microglia activada. 

Para evaluar la actividad neurotrófica de la microglia activada se han 

realizado estudios para conocer la interacción neurona-microglia en cultivo a partir 

de tejido embrionario. En este modelo de estudio, se ha observado que, a pesar 

de las propiedades fagocíticas de la microglia activada en cultivo, estas células no 

producen IL-1 b, TNF-a y ON (Nakajima y col., 1989). 

Al analizar el efecto que ejerce la microglia sobre la supervivencia neuronal 

en un sistema en ca-cultivo, la microglia no desencadena la muerte sobre 

neuronas sanas in vítro (Cheng y col., 1994). En seguida, mediante la utilización 

de un medio condicionado de microglias (MCM) y su efecto sobre las neuronas, se 

pudo comprobar que microglia no expresa su capacidad neurotóxica, por el 

contrario, el MCM aumenta la supervivencia neuronal y promueve el desarrollo de 

neuritas de neuronas corticales (Nakajima y col., 1989). Además el MCM 

promueve el desarrollo de neuritas y la supervivencia de neuronas mesencefálicas 

(Nagata y col., 1993). En resumen, se ha observado que MCM ejerce un efecto 

muy pobre sobre neuronas glutamatérgicas y colinérgicas (Nagata y col., 1993). 

Las moléculas nuerotróficas aisladas a partir de MCM son las neurotrofinas, 

interleucina-6 (IL-6), factor de crecimiento de fibrobastos-2 (FGF-2), TGF-2, 

plasminógeno (PGn) y otros factores como IL-2 e IL-3. También se han descrito 
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otros factores que pueden ejercer efectos tróficos neuroprotectivos sobre el SN y 

son las interleucinas 2 y 3 (IL-2; IL-3) (Ganter y col., 1992). El factor IL-3 promueve 

la supervivencia y crecimiento de neuritas sobre neuronas neocorticales y se ha 

reportado que ejerce efecto neurotrófico sobre neuronas colinérgicas. Esta citocina 

se libera por microglia no activada. En cuanto a IL-2 no se ha establecido 

claramente su procedencia microglial (Ganter y col., 1992). 

5. Corteza cerebral. 

5.1 Importancia del estudio de la corteza prefrontal. 

La corteza prefrontal (CPF) de la rata incluye las áreas correspondientes a 

la corteza orbital y del cíngulo. Esta región se caracteriza por poseer una alta 

invervación dopaminérgica y está involucrada en el desarrollo de tareas que 

implican una relación espacial (Preus, 1995). La corteza orbitofrontal de la rata se 

relaciona con el desarrollo de la capacidad de elección, descriminación y acción, 

con la conducta social y emociones, estas actividades son dependientes de las 

conexiones recíprocas con la amígdala. Funcionalmente, la CPF se relaciona con 

el control del aprendizaje y memoria representacional (Bechara y col., 1999; 

Schoenbaum y Setlow, 2001 ). 

También se asocia a conductas de elección y de consumo voluntario. Por 

ejemplo, la elección del consumo voluntario de alcohol en lugar de agua y la 

disminución en la actividad locomotora de ratas está relacionada con la producción 

de DA unilateralmente (lóbulo izquierdo) de la mCPF (Nielsen y col., 1999). 

Por otra parte se sabe que el estrés activa el sistema catecolaminérgico 

periférico y central, por lo que puede inducir aumento en la concentración de DA 

en CPF, que es especialmente sensible al efecto de diferentes estresores tales 

como el manejo, temor inducido y/o exposición a ambientes novedosos (Davis y 

col., 1994). Lo que puede desencadenar una variedad de cambios conductuales 

que permiten que el animal pueda huir o buscar sitios de escape al estimulo 

desagradable ("fight or fly') (Carlson y col., 1993). 

El área cortical prelimbica-infralimbica de la CPF de roedores esta 

relacionada con la memoria de trabajo espacial (Ragozzino y col., 1998). El 
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desarrollo de memoria Pavloviana (estimulo aprendizaje-recompenza) se integra 

en la mCPF (Bussey y col., 1997), mientras que la corteza prefrontal (orbitofrontal) 

está relacionada con el aprendizaje por reforzamiento, procesos motivacionales y 

aprendizaje por asociación. Los resultados obtenidos por Gallagher y col., (1999), 

indican que la corteza orbitofrontal es critica para regular el uso de la información 

que dirige la conducta de ratas tras el aprendizaje por insentivación. 

Recientemente se ha observado que el tolueno ejerce efecto neurotóxico 

sobre las neuronas de la corteza prefrontal de ratas, lo cual desencadena la 

respuesta neuroconductual característica (Rogers y col., 1999; Gerasimov y col. 

2002). El tolueno ejerce sus efectos neuroconductuales por alteración en la 

función de algunos receptores ionotrópicos de manera muy específica y por 

cambios en la transmisión dopaminérgica (CPF) (Rogers y col., 1999; Gerasimov y 

col. 2002). Además, se ha observado que el abuso de solventes provoca 

reducción del volumen del área prefrontal cortical, lo cual se relaciona 

estrechamente con el desarrollo anormal de actividades cognitivas y en la 

adquisición de habilidades mediadas por la corteza frontal (Fein y col. 2002). 

Por lo anteriormente expuesto, resulta de suma importancia estudiar el 

efecto de la exposición subcrónica con tolueno, como paradigma de lo que sucede 

en humanos expuestos voluntaria o laboralmente a este solvente. Por ello, con la 

finalidad de entender el mecanismo de respuesta al daño desencadenado en el 

cerebro por exposición a este solvente, se provocó intoxicación subcrónica a un 

grupo de ratas durante corto tiempo, para determinar si se producen lesiones en el 

tejido nervioso que se manifiesten por aumento del número de células 

microgliales. Asimismo, se analizaron los efectos preventivos y de recuperación 

de las lesiones, por el consumo de aceite de oliva, puesto que hasta el presente 

no se ha establecido si los componentes del aceite de oliva ejercen efectos 

favorables sobre la plasticidad del tejido nervioso lesionado, no obstante que se ha 

demostrado su importancia en la respuesta inflamatoria y en la composición y 

funcionalidad de las membranas biológicas. 
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11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Recientemente ha aumentado el numero de reportes que involucran a la 

generación excesiva de radicales libres, el desarrollo de estrés oxidativo y una 

deficiente actividad antioxidante con una gran cantidad de eventos patológicos que 

tienen como consecuencia el desarrollo de trastornos neurodegenerativos. 

Un ejemplo de este tipo de patología es el que se presenta tras la 

exposición a cierto tipo de compuestos químicos, en particular a los solventes 

orgánicos. 

El solvente mas comúnmente utilizado es el tolueno, el cual al ser 

metabolizado eleva la producción de radicales libres de oxigeno que pueden 

alterar la estructura y función de las membranas neuronales al provocar aumento 

significativo en la peroxidación de lípidos específicos. Paralelamente puede 

desencadenar disminución en los niveles de glutation (GSH), el cual desempeña 

una función neuroprotectiva importante contra la generación de especies reactivas 

de oxígeno (ERO) en SNC. Esto sugiere que la acción neurotóxica del tolueno 

tiene relación con la concentración y funciones de estos compuestos en 

membranas biológicas de células nerviosas. Por otro lado, también son 

numerosos los reportes que proponen la utilización de agentes terapéuticos 

antioxidantes para prevenir el daño y la muerte neuronal. Algunos de los productos 

más comúnmente utilizados son vegetales, o productos derivados de estos, ricos 

en antioxidantes, vitaminas y otros suplementos dietarios. Uno de estos productos 

es el aceite de oliva (AO), el cual se ha utilizado para prevenir la peroxidación de 

lípidos debido al estrés oxidativo y como fuente importante de ácidos grasos 

monoinsaturados que pueden incorporarse a membranas biológicas. Estas 

propiedades del AO pueden resultar útiles para disminuir el daño oxidativo 

desencadenado sobre las membranas neuronales de SNC. Trastorno que se 

acompaña por cambios en la proliferación microglial en las estructuras sensibles a 

la exposición subcronica con tolueno. 
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111. JUSTIFICACIÓN. 

Hoy en día, se sabe que el tejido nervioso es especialmente vulnerable al estrés 

oxidativo que puede provocar daño irreversible o muerte neuronal. Un ejemplo de 

éste daño se produce tras la exposición voluntaria o involuntaria a tolueno, donde 

se genera una gran cantidad de radicales libres que pueden exacerbar el daño 

oxidativo. Esto conduce a la aparición de alteraciones en la composición y fluidez 

de las membranas neurales, así como trastornos en la función de proteínas 

membranales. 

Este daño puede ser evidenciado a partir de la valoración de trastornos 

neuroconductuales tales como desarrollo de hostilidad, ansiedad, hiperactividad, 

alteraciones motoras y de equilibrio, entre otros. Otro nivel de valoración de los 

daños por el estrés oxidativo, es el tejido nervioso. Tras el daño en las células 

nerviosas, se desencadena la actividad de las células de microglia. Por lo que el 

monitoreo de la población de esta estirpe celular, resulta ser una herramienta 

eficaz para evidenciar la magnitud del daño oxidativo desencadenado en sistema 

nervioso tras la exposición subcrónica con tolueno. 

Así mismo, se considero la utilización del aceite de oliva como un posible 

neuroprotector al efecto del estrés oxidativo, ya que posee elementos 

antioxidantes importantes como fenoles, tocofenoles, clorofilas, esteroles, 

escualeno y vitamimas K y E; además, de su contenido de ácidos grasos 

monoinsaturados que pueden brindar resistencia al daño oxidativo y proveer 

elementos estructurales importantes para mantener la integridad de las 

membranas celulares. 

Por lo anteriormente expuesto, la suplementación con aceite de oliva a un 

grupo de ratas expuestas a intoxicación oral subcrónica con tolueno permitirá 

valorar el efecto protectivo contra el estrés oxidativo desencadenado sobre 

sistema nervioso mediante la aplicación de pruebas neuroconductuales y la 

respuesta proliferativa de las células de microglia. 
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IV. HIPÓTESIS. 

El incremento de ácidos grasos dietario no esterificados provenientes del aceite de 

oliva disminuye los efectos neurotóxicos del tolueno después de un periodo de 

intoxicación subcrónica con tolueno. 
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V. OBJETIVO GENERAL 

Determinar si el consumo de una dieta suplementada con ácidos grasos no 

esterificados ejerce efectos neuroprotectivos contra daño oxidativo en ratas 

sometidas a intoxicación subcrónica con tolueno. 

VI. OBJETIVOS PARTICULARES. 

1. Determinar el efecto de la intoxicación subcrónica con tolueno y la 

lsuplementación con aceite de oliva sobre los niveles séricos de triglicéridos en 

ratas a los días 5 y 10 de intoxicación. 

2. Determinar si la intoxicación con tolueno y la suplementación con AO ejercen 

efectos sobre la ganancia de peso corporal. 

3. Determinar los efectos de la exposición a tolueno y la suplementación con AO 

sobre el peso cerebral. 

4. Determinar los efectos de la intoxicación subcrónica con tolueno y la 

suplementación con aceite de oliva sobre la capacidad locomotriz y de equilibrio 

de ratas. 

5. Estudiar la población de células de microglia, frente al daño neurotóxico 

desencadenado tras exposición a tolueno y el efecto de la suplementación con 

aceite de oliva. 
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VIl. MATERIALES Y MÉTODOS. 

7.1 Procedimiento General. 

Se utilizaron 80 ratas adultas machos Sprague-Dawley entre 250 a 280 g de 

peso corporal alojadas en jaulas transparentes de policarbonato (43 cm de 

longitud x 26 cm de ancho x 19 cm de altura) con tapas de malla de acero 

inoxidable y con cama de aserrín, mantenidas a 22.4°C de temperatura y 57-60% 

de humedad con ciclos de luz-oscuridad de 12 h, agua a libre acceso y 

alimentadas con una dieta balanceado para roedores constituida por 28% de 

proteína, 2.5% de grasa, 6% de fibra, 1% de calcio, 0.5% de fósforo y 12 % de 

humedad durante todo el estudio. 

Estas ratas se dividieron en 4 grupos: Control intacto (CI, n=15), vehículo 

(VEH, n=15), grupo intoxicado vía esófago-gástrica con tolueno (TOL, n=25) y 

grupo suplementados con aceite de oliva (AO) 30 min antes de la intoxicación con 

tolueno (AO-T, n=25). Todos los animales fueron dosificados vía esófago-gástrica, 

con una cánula curva de acero inoxidable numero 18. 

Los animales intoxicados recibieron, sin previo ayuno, una dosis inicial de 

0.5 g/kg/día de tolueno, esta dosis se ajustó progresivamente durante 1 O días 

(fase de intoxicación), de acuerdo a la respuesta de la rata hasta alcanzar la dosis 

máxima de 2g/Kg/día. Esta dosis fue seleccionada debido a que en ensayos 

preliminares fue la dosis máxima que puede recibir una rata sin provocar 

inconsciencia o muerte. 

Los animales tratados con AO recibieron por la misma vía entre 1.5-2.0 mi. 

Para el grupo (AO-T), la administración con AO se efectuó 30 min previos a la 

intoxicación con tolueno. Los grupos Cl y VEH recibieron solo agua destilada (1.5 

mi) o AO respectivamente hasta finalizar el estudio. 

Tras el periodo de intoxicación de 10 días, los animales correspondientes a 

los grupos TOL y AO-T fueron divididos en dos subgrupos cada uno y se dejaron 

recuperar durante 20 días, en éste tiempo 1 O ratas del grupo TOL se 

suplementaron con AO (grupo T-AO), mientras que, las ratas restantes 

consumieron su dieta normal para roedores a libre acceso (grupo TOL) (cuadro 3). 
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Por otra parte, a la mitad de animales del grupo AO-T se les mantuvo la 

suplementación con AO (grupo AO-AO) hasta finalizar el estudio y, a los animales 

restantes se les suprimió la administración de AO (grupo AO-D). De acuerdo a las 

diferentes condiciones experimentales se obtuvieron las variables de estudio 

descritas en el cuadro 3. 

Cuadro 3. Grupos experimentales y tratamientos resultantes a partir de las 

distintas variables experimentales que fueron establecidas durante la primera 

etapa del estudio (intoxicación) y la subsiguiente etapa de recuperación. 

Grupos Tratamientos Recuperación (20 días) 
experimentales 

Dosificación 

Cl 
esófago-gástrica 
con agua 
destilada (1.5 mi) Mismo tratamiento hasta finalizar el estudio. 
Dosificados con 

VHE AO (aprox. 1.5-
2.0 mi) 

Grupo Tratamiento 

Intoxicados con Suplementados con 

TOL tolueno 
T-AO A0/20días (aprox. 

1.5-2.0 mi) 
2g/kg/día/1 o días 

No suplementados 
TOL conAO 

Suplementados Continuaron su 
con AO 30min AO-AO suplementación con 

AO-T previos a AO durante 20 días 
intoxicación con 

AO-D 
Supresión de 

tolueno dosificación con AO 

La administración previa con aceite de oliva tuvo como propósito determinar 

si este compuesto ejerce neuroprotección frente a la intoxicación con tolueno, 

evaluada mediante cuantificación de microglia y trastornos neurológicos. Los 

animales que solamente recibieron tolueno permiten conocer la magnitud del daño 
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resultante por la intoxicación con tolueno sobre el cerebro, mientras que el grupo 

de animales que solo recibieron aceite de oliva hizo posible determinar los efectos 

dietarios del aceite sobre el peso corporal. Por otra parte, la suplementación con 

aceite de oliva de acuerdo a las variables establecidas en este protocolo permitió 

evaluar cual de las condiciones de suplementación con aceite fue la mejor de 

acuerdo al modelo establecido. 

7.2 Cuantificación de triglicéridos en suero. 

Para evaluar los efectos tras intoxicación por tolueno en animales 

suplementados y no suplementados con AO, se determinaron los niveles séricos 

de triglicéridos (TGC) los días 5 y 10 de la primera etapa del estudio (intoxicación). 

Para esto se obtuvieron muestras de sangre periférica (1.0 mi) a partir del seno 

venoso orbital (Nebendabl, 2001) de ratas sometidas a previo ayuno y bajo 

anestesia. La sangre se colectó en tubos cónicos de plástico, sin heparina. Cada 

muestra fue centrifugada a 1000 rpm/5 min a temperatura ambiente para separar y 

colectar el suero. Los sueros se congelaron y almacenaron a -20°C para su 

posterior utilización. 

Las concentraciones séricas de TGC se evaluaron mediante un método 

enzimático (Wahelefeld y Bergmeyer, 1974; Passing y Bablok, 1983; Shephard y 

Whiting, 1990; Stein y Myers, 1995) para lo cual, se utilizo un "kit" comercial 

(Triglyceride, Cat. 218-15 de Diagnostic Chemycal Clinic), se obtuvieron las 

absorbancias de las muestras en un espectrofotómetro semiautomatizado (Loryc, 

Clima Jr. y Clima Plus) y se calcularon la concentraciones séricas de TGC. 

Los resultados fueron analizados mediante la prueba de variancia 

aleatorizada (ANOVA) de una vía y la comparación de medias se efectuó por la 

prueba de diferencia mínima significativa (DSM) con diferente número de 

repeticiones a una p<0.05. 
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7.3 Evaluación de daño neurotóxico. 

7.3.1 Prueba de equilibrio en cilindro giratorio. 

Se aplicó la prueba de equilibrio en rodillo giratorio (rotarod test) de acuerdo 

al método propuesto por Dunham y Miya (1957), ya que esta prueba se ha 

utilizado ampliamente para evidenciar el daño neurotóxico que pueden ejercer 

ciertas sustancias -incluido el tolueno- sobre el cerebro, lo cual se evidencia por 

alteraciones en la capacidad motora de los animales expuestos (Thiel y Chahoud, 

1997; Da-Silva y col., 1990; Hougaard y col., 1999). Para esta prueba se utilizó un 

cilindro de 3.2 cm de diámetro y una velocidad constante de giro de 10 rpm. Antes 

de iniciar los ensayos, cada animal de los grupos TOL y AO·T fueron sometidos a 

una prueba de habituación, para lo cual se colocó a cada animal sobre el rodillo 

giratorio durante 1 min (Fig. 7). 

Tras la prueba de habituación, los ensayos en las ratas se llevaron a cabo 

durante 1 O días consecutivos entre las 12:00 y 15:00 h, 30 m in tras intoxicación 

con tolueno, por un máximo de 3 min. El registro del tiempo sobre el rodillo se 

inicio a partir de que el animal fue colocado sobre el rodillo giratorio y se detuvo 

una vez que el animal perdía el equilibrio (caía o se resbalaba del rodillo), o 

cuando el animal completaba los 3 min de la prueba. Los resultados fueron 

analizados mediante la prueba de variancia aleatorizada (ANOVA) de una vía, 

seguido por la prueba de Tukey a una p<0.05. 
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Figura 7. Muestra prueba de equilibrio en rodillo giratorio. 

7.4 Efectos emocionales posintoxicación. 

7.4.1 Prueba exploratoria en campo abierto (Open field test). 

La prueba conductual en campo abierto (CCA), es una prueba que se ha 

utilizado ampliamente desde 1934, como herramienta para medir la conducta 

emocional de animales. Este instrumento para evaluación emocional fue 

desarrollado por Calvin Hall (1934), se orienta principalmente a la evaluación 

emocional y de actividad (exploración). 

Esta prueba fue utilizada para evaluar el efecto psicofarmacológico de la 

exposición subcronica con tolueno tras un periodo breve de recuperación y el 

efecto de la suplementación con AO. Además, la repetición de esta prueba una 

semana después, permitió evaluar si el daño ocasionado sobre SNC tras la 

intoxicación subcronica con tolueno se revierte tras un periodo breve de 

recuperación de la lesión y el efecto protectivo de la suplementación con AO. 
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Para ésta prueba se utilizó una caja de acrílico transparente con 

dimensiones de 60 x 60 x 10 cm (Fig. 8), en la cual se evaluó la conducta 

exploratoria a los animales de todos los grupos experimentales; las sesiones se 

realizaron en aislamiento, en silenció y a la misma hora (11 :00 AM - 13:00 PM). 

Todos los ensayos fueron filmados para su análisis posterior. Las ensayos, 

comenzaron con la prueba de habituación al día 10 de haber empezado la fase de 

recuperación y, al día siguiente, se realizó la primera sesión de trabajo; Esta 

consistió de tres ensayos -Uno por día-, de 3 min cada uno y en el día 18 se 

realizó la segunda sesión en las mismas condiciones. 

El análisis de las sesiones, se realizó utilizando un monitor de televisión al 

cual se le colocó un acetato cuadriculado para cuantificar el número de cuadros 

cruzados por animal (Fig. 8). Los resultados fueron analizados mediante la prueba 

de variancia aleatorizada (ANOVA) de una vía, seguida por la prueba de DMS con 

diferente numero de repeticiones (p<0.05). 

7.5 Registro de peso corporal. 

Diariamente se pesaron todas las ratas entre las 9:00 AM y 11 :30 AM hasta 

finalizar el estudio, para evaluar el efecto de la intoxicación con tolueno y 

suplementación con aceite de oliva. Además, se utilizó el peso para calcular el 

ajuste de las dosis, según las diferentes condiciones experimentales. 

El análisis de los resultado se efectuó mediante la prueba de varianza 

aleatorizada de una vía (ANOVA) seguida por la prueba de Tukey a una p<0.05. 

7.6 Registro del peso cerebral. 

Al final de la fase de intoxicación (día 10), 5 animales de cada grupo 

experimental fueron sometidos a anestesia profunda con una sobredosis 

intraperitoneal (ip) de pentotal sódico tras lo cual se decapitaron y se obtuvieron 

los cerebro sin lóbulos olfatorios y se registro el peso cerebral en base húmeda. 

Este registro permitió evaluar el posible el posible edema por la exposición 

subcronica a tolueno, así mismo, se pudo evaluar el efecto por la suplementación 
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previa con AO. Se utilizó la prueba de ANOVA y la comparación de medias 

mediante la prueba DMS (p<0.05). 

60cm 

·············· ...................................................................................... 

Figura 8. Estrategia para la evaluación de la actividad locomotora en campo 

abierto y cuantificación de la distancia recorrida. 
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7.7 Marcaje de la población microglial. 

La visualización de células microgliales se realizó por el método 

histoquímico descrito por Streit (1990), en el cual se visualizan histoquímicamente 

células de microglia utilizando lectinas. Este método permite observar la 

morfología de todas las células microgliales, independientemente de su estado 

funcional, ya que está basada en la afinidad química de las isolectinas en los 

residuos de azúcares en la cubierta de estas células 

7.7.1 Procedimiento general. 

a) Preparación de tejidos para inmunohistoquímica. 

35 días después de haber iniciado los experimentos, los animales fueron 

anestesiados profundamente mediante inyección i.p. de pentotal sódico en agua 

destilada (tiopental) a dosis de 1 O mg/1 00 g de peso y se practicó perfusión 

intravascular. Primero se hicieron pasar aproximadamente 1 00 mL de solución 

salina fisiológica a 37°C/4 min para lavar la mayor cantidad de sangre, en seguida 

se hizo pasar por 4 m in la solución fijadora constituida por paraformaldehído al 4.0 

%en tampón de fosfatos 0.1 M a pH 7.2 a 37"C. Se practicó craneotomía a los 

animales perfundidos para extraerles su cerebro sin lóbulos olfatorios; los cerebros 

se posfijaron en la misma solución fijadora durante 24 h a 22 oc, posteriormente 

se lavaron en amortiguador de fosfatos (pH 7.3) durante 48 h a 4°C. Los tejidos 

fueron deshidratados en series crecientes de alcohol y xileno y fueron procesados 

para su inclusión en parafina. Con un micrótomo se obtuvieron cortes coronales de 

20 ¡.tm de espesor, los cuales fueron procesados para identificación de microglia 

mediante la técnica histoquímica de lsolectina-84. Se obtuvieron los cortes 

comprendidos entre las coordenadas interaural 13.2 mm y 7.7 mm del atlas 

estereotáxico de Paxinos y Watson (Paxinos y Watson, 1982), a nivel de la porción 

anterior de hipocampo. Durante todo el estudio se tuvo especial cuidado en la 

homogeneidad del espesor de los cortes y su orientación. 
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7.7.2 lnmunotinción para microglia. 

a) Desparafinado y rehidratación de tejidos en portaobjetos. 

Las laminillas seleccionadas fueron desparafinadas y rehidratadas; 

inicialmente se hicieron 3 cambios de 1 O min en xileno, seguidos por dos cambios 

sucesivos en alcohol en orden decreciente hasta llegar a agua destilada. Cada uno 

de estos pases fue de 5 min y a continuación los tejidos fueron sumergidos en 

amortiguador de fosfatos (PB) 0.1 M (5.3 g NaH2P04. H20, 28.0 g K2HP04) para 

continuar con el desenmascaramiento de epítopes. 

b) Desenmascarado electroquímico. 

Para la realización del desenmascaramiento electroquímico, se empleo una 

cámara electroquímica en la cual se sumergieron los tejidos completamente en PB 

0.1 M y se aplicó, mediante electrodos, una corriente eléctrica de entre 11 O - 115 

voltios hasta alcanzar 50-55 oc de temperatura. Este proceso se repitió dos veces 

(1 O min). 

Completado el tratamiento desenmascarado, se hizo un lavado rápido en 

PBS 0.1 M y se procedió al bloqueo de peroxidasas endógenas (Garzón de la 

Mora y col., 1996). 

e) Bloqueo de peroxidasas endógenas. 

Se llevó a cabo mediante incubación de los tejidos durante 15 min a 

temperatura ambiente (sin agitación) en una mezcla que contenía 25 ml de PBS 0.4 

M; 1 O mi de metanol absoluto; 2 mi de peróxido de hidrógeno (H202) y agua 

destilada hasta completar 100 mi. Posteriormente, se hicieron dos lavados de 15 min 

con una solución lavadora constituida por tampón fosfato 0.1 M; albúmina sérica 

bovina al 0.1% y Tritón X-100 al 0.2%. Esta solución fue utilizada en los siguientes 

lavados e incubaciones. 
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d) Incubación en solución de cationes. 

Tras el bloqueo de peroxidasas endógenas, los portaobjetos con los tejidos 

fueron lavados mediante dos cambios de 15 min con tampón PBS 0.1 M para 

eliminar el exceso de peróxido de hidrógeno, a continuación fueron sumergidos 

durante 10 min en una solución tampón que contenía cloruro de calcio 0.1 mM; 

cloruro de magnesio 0.1 mM y cloruro de manganeso 0.1 mM. Una vez 

completada la incubación se hicieron dos cambios rápidos con solución lavadora. 

e) Eliminación del fondo. 

Para eliminar el marcaje inespecífico (fondo), se incubaron los tejidos 

durante 1.3 h en una solución constituida por 0.91 g de lisina y 0.36 g de glicina 

disueltas en 25 ml de PBS 0.1 M y 1% de suero de conejo. Transcurrido el tiempo 

de incubación, se realizaron dos lavados de 5 min sin agitación con la misma 

solución lavadora. 

f) Incubación con lsolectina-84. 

Los tejidos fueron incubados durante 24 h, a temperatura ambiente en 

cámara húmeda, con lsolectina-84 [Griffonia simplicifolia (Vector L-1104)] en 

dilución 1:100 durante 24 h; completada la incubación se hicieron dos lavados de 

15 min y los tejidos se incubaron en el anticuerpo (ac) primario anti-iso/ectina-84 

generado en cabra (Vector AS-2104) en dilución 1:100 durante toda la noche a 

4°C en cámara húmeda. Completada la incubación, los cortes se lavaron para 

eliminar el exceso de ac, posteriormente los tejidos se incubarán durante 2 h a 

temperatura ambiente en cámara húmeda con el ac secundario, anti-lgG de cabra 

biotinilado, generado en conejo (Vector BA-5000) disuelto 1:100 en PBS. Al 

finalizar la incubación, se hicieron dos lavados y los tejidos se incubaron 2 h a 

temperatura ambiente en cámara húmeda con el complejo ABC (Vector) a la 

dilución recomendada por el fabricante, para formar un complejo 

· inmunoenzimático con el ac secundario. Una vez completada la incubación los 

cortes se lavaron nuevamente y se procedió al revelado de la reacción. Para ello 
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los tejidos se sumergieron en una solución de DAB (3,3'- diaminobencidina) al 

0.03%, y H202 al 0.01 o/o en tampón fosfatos 0.1 M a pH 7.2. Efectuado el revelado, 

se hicieron tres lavados rápidos con tampón PBS O. 1 M. Al finalizar el 

procedimiento, los cortes fueron secados en una estufa a 3JCC y se procedió a su 

deshidratación en series crecientes de alcohol etílico y xileno y se montaron en 

resina para su análisis microscópico. 

7.7.3 Análisis cuantitativo de la población microglial. 

Los cortes fueron examinados con un analizador de imágenes Leica 

QWIN500 y se estudiaron siempre las mismas áreas de la corteza prefrontal (Fig. 

9). Para realizar la cuantificación, se dividió arbitrariamente la corteza en tres 

capas (superficial, media y profunda) (Fig. 9), Esto debido a que existen reportes 

en los cuales se muestra que en cerebro adulto de roedores la distribución de 

microglia es muy heterogénea y existen variaciones, aún en la misma región 

(Lawson y coL, 1990; Vela y coL, 1995). 

Una vez seleccionada el área de cuantificación, las observaciones se 

realizaron con el objetivo 40x, se registró el número de células de microglia de 

cada estrato. Solo se cuantificaron las células que aparecían en un plano de foco 

(738 ¡Jm2), cuyo soma podía ser identificado. Se realizó la cuantificación de 100 

campos por estrato de cada grupo experimentaL Se analizaron entre 5-10 cortes 

consecutivos de cada animal y se cuantificó un promedio de 6-9 campos por corte 

y para evitar repeticiones de las células cuantificadas, se registró en papel y con 

ayuda de un brazo de dibujo (cámara clara) el sitio donde se localizó cada célula 

para su posterior registro. Los datos se analizaron mediante la prueba de varianza 

aleatorizada (ANOVA) seguida por la prueba de Tukey a una p<0.05. 
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Figura 9. Estrategia de cuantificación de la población celular inmunoreactiva a 

isolectina-B4 (microglia). Los círculos punteados representan los campos para 

cuantificación con el objetivo 40 x. La región contralateral muestra la forma en que 

se subdivido la corteza para cuantificación. 

45 



VIII. RESULTADOS 

8.1 Signos clínicos. 

Solo se presentaron signos clínicos en los grupos de animales tratados con 

tolueno (TOL y AO-T) y consistieron en ataxia hiperactividad locomotriz, 

incoordinación, excitación y acicalamiento, seguido de postración. Con el 

incremento de las dosis se produjo inapetencia y polidipsia, caquexia, pelo hirsuto, 

problemas respiratorios y renales, e incluso muerte súbita de algunos animales de 

ambos grupos (Cuadro 4). 

Para la etapa JI (recuperación), los animales sobrevivientes de cada grupo 

que se subdividieron en dos subgrupos cada uno presentaron lo siguientes 

porcentajes de mortalidad:. 28.57% de los animales del grupo TOL y de 14.28% 

para el grupo AO-T. El grupo AO-D presento 25% y el grupo AO-AO un 12.5%. 

Esto muestra que independientemente de la suplementación con aceite de oliva 

los efectos tóxicos del tolueno se mantienen en el tiempo. 

Cuadro 4. Porcentaje de animales muertos tras dosificación esófago-gástrica con 

tolueno (2g/kg/día) en ratas suplementadas con aceite de oliva, previo a la 

intoxicación con tolueno y ratas no suplementadas con aceite de oliva. 

Oasis suministradas 
Grupo 

TOL AO-T 

1 1 

2 2 1 

4 1 1 

5 2 1 

6 1 

Total 6 4 

Porcentaje 24% 16% 
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8.2 Triglicéridos séricos. 

La concentración sérica de triglicéridos para el día 5 de la fase de 

intoxicación mostró aumento significativo (p<0.05) en los grupos VEH (9.42 %) y 

TOL (1 0.21 %) en comparación con el grupo Cl; en contraste, el grupo AO-T 

presentó valores muy similares al control registrando un aumento de solo 0.84 %. 

Para el día 1 O, el grupo VEH presentó una disminución de 0.37 % en relación al 

Cl. A diferencia el grupo TOL, mostró un aumento del 4.76% y AO-T que presentó 

un ligero incremento de 1.6 %. 

., -"' E 

CONCENTRACIÓN DE TRIGLICÉRIDOS PERIODO 
DE INTOXICACIÓN 
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Figura 10. Comparación entre las concentraciones séricas de triglicéridos de 

sangre periférica de ratas al día 5 y 1 O de la fase de intoxicación subcrónica con 

tolueno, suplementadas y no suplementadas con aceite de oliva, y el efecto por el 

suplemento con AO sin intoxicación (VEH). Se presentan los valores promedios de 

TGC séricos (mg/dl ± ES); Para el día 5 (bloque de la izquierda) se utilizó una 

17=10 para los grupos Cl y VEH y una n=12 para TOL y AO-T. Para el día 10 

(bloque de la derecha) se utilizó una 17=1 O para cada grupo experimental. Los 

asteriscos muestran las diferencias significativas (*p<0.05) de los grupos vs el Cl. 
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8.3 Prueba de equilibrio en cilindro giratorio. 

La evaluación del efecto neurotóxico del tolueno mediante la prueba de 

equilibrio en rodillo giratorio (rotarod test) a los grupos TOL y AO-T (n=18/grupo), 

mostró diferencias significativas entre grupos (p<0.05) (Fig. 12). El monitoreo 

diario evidenció el mejor desempeño del grupo AO-T vs TOL (Fig. 11 ). Aunque los 

animales de ambos grupos no lograron registrar los 180 seg designados para esta 

prueba. Por otro lado, el promedio diario registrado para cada grupo experimental 

TOL y AO-T permitió evaluar el de~rrollo de tolerancia al tolueno, lo cual fue útil 

para el ajuste creciente de las dosis de tolueno. Los tiempo promedios de 

equilibrio registrados al final del periodo de intoxicación (24.6912 ± 1.40 para TOL 

y 50.64 ± 2.21 para AO-T) evidenciaron que la suplementación con AO disminuyó 

los efecto neurotóxico y depresivo del tolueno. 

8.4 Conducta exploratoria en campo abierto (open field test). 

Para el día 20 de recuperación, tras la intoxicación esófago-gástrica con 

tolueno se evaluó la actividad locomotriz de una n=5 animales Cl y VEH y una n=4 

para el resto de los diferentes grupos experimentales. La actividad locomotora en 

campo abierto mostró diferencias significativas (p<0.5) entre los grupos TOL y T­

AO con respecto al control. Los resultado de ésta prueba mostraron disminución 

en la actividad exploratoria vs Cl en los grupos VEH (-3.9%), AO-D (-3.6%) y AO­

AO (-6.48); mientras que los grupos TOL y T-AO presentaron aumentos de 5.53% 

y 1.64% respectivamente en comparación con el control. 

Por otra parte, una vez depositados los animales del grupo TOL en el 

cuadro central de la caja, inmediatamente iniciaban su actividad exploratoria y por 

ello, no registraron tiempos de latencia. Además se evidenció un comportamiento 

errático y fugas constantes de la caja durante los 3 min de prueba. Aunque no 

reportamos el numero de heces depositadas por cada animal, si observamos que 

los animales de los grupos TOL y T-AO, presentaron incremento en la defecación 

y micción en contraste con el resto de los grupos experimentales. Se debe 

48 



destacar que, el incremento en la defecación, fue un comportamiento sostenido 

durante todos los ensayos, es decir, no se desarrolló habituación ni adaptación 

emocional. 

Para la segunda sesión se evaluó la actividad locomotriz en una n=4 ratas 

con excepción de los grupos Cl y VEH (n=5). El numero promedio de cuadros 

cruzados para ésta etapa de evaluación mostró disminución en la actividad de los 

grupos VEH (-3.07%) y AO-AO (-6.19%) con respecto al Cl. Mientras que, el resto 

de los grupos experimentales presentaron aumentos de 5.71% (TOL), 4.11% (T­

AO) y 0.74% (AO-D) en comparación con el Cl. Para esta etapa de estudio, solo 

se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entren los grupos TOL y AO-AO 

con respecto al control (Fig. 14). 
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DESEMPEÑO EN CILINDRO GIRATORIO TRAS 
INTOXICACIÓN CON TOLUENO 
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Figura 11. Se muestra el desempeño diario de los animales tras intoxicación con 

tolueno y el efecto de la suplementación con AO previo a intoxicación (AO-T) 

sobre la capacidad para mantener el equilibrio sobre un rodillo giratorio. Además 

el efecto tras el reajuste progresivo de las dosis de tolueno administrado por vía 

esófago-gástrica. Se presenta el tiempo promedio diario de una n=18 animales de 

cada grupo (seg ± ES). 
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PERMANENCIA EN CILINDRO GIRATORIO 
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Figura 12. Muestra el tiempo promedio de equilibrio sobre un cilindro giratorio de 

ratas sometidas a intoxicación esófago-gástrica con tolueno durante 10 días y el 

efecto de la administración de AO antes de su intoxicación con el solvente. Las 

barras presentan el tiempo promedio (seg ± ES) de permanencia sobre un rodillo 

giratorio de 9 días de ensayos para una n=18 animales por grupo. Los asteriscos 

muestran diferencias significativas entre grupos (*p<0.05). 
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Figura 13. Actividad locomotriz en campo abierto al día 20 de recuperación de 

ratas sometidas intoxicación subcrónica con tolueno y el efecto de la 

suplementación con AO durante la intoxicación y/o durante la recuperación. Se 

muestra el número de cuadros cruzados ± ES. Los asteriscos indican la diferencia 

mínima significativa par a un numero desigual de repeticiones (*p<0.05). 
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Figura 14. Actividad locomotriz en campo abierto al día 28 posintoxicación de 

ratas . sometidas intoxicación subcrónica con tolueno y el efecto de la 

suplementación con AO durante la intoxicación y/o durante la recuperación. Se 

muestra el número de cuadros cruzados ± ES. Los asteriscos indican las 

diferencias mínimas significativas par a un numero desigual de repeticiones 

(*p<0.05). 

8.5 Peso corporal tras intoxicación esófago-gástrica con tolueno. 

Se evaluó el efecto de la intoxicación subcronica con tolueno (10 días) y el 

efecto de la suplementación con AO previo a intoxicación sobre el peso corporal 

en un total de 10 animales de los grupos Cl y VEH, y 18 animales por cada grupo 

TOL y AO-T. El registro diario del peso corporal en los animales del grupo TOL 

presentó disminución de un 2.34 % con respecto al grupo Cl, mientras que los 

animales del grupo AO-T tuvieron un déficit de 1.56 % con respecto al mismo 

grupo (Fig. 15). Por otra parte, la suplementación con AO al grupo VEH provocó 

una disminución de 0.31 % con respecto al grupo Cl (Fig. 15). Al analizar 
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estadísticamente nuestros resultados encontramos una diferencia significativa 

(p<0.05) de todos los grupos contra el Cl. 
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Figura 15. Efectos de la intoxicación subcronica con tolueno y la suplementación 

con aceite de oliva previo a intoxicación sobre el peso corporal de ratas tras 1 O 

días de intoxicación esófago-gástrica con tolueno. Las barras muestran el peso 

corporal promedio (g ± ES) en un numero de animales de 1 O y 18 por grupo; los 

asteriscos señalan las diferencias mínimas significativas (*p<0.05) de los grupos 

contra el Cl. 

54 



El registro diario del peso corporal durante el periodo de recuperación 

(Etapa 11), mostró que los animales suplementados con AO presentaron una mejor 

recuperación del peso en comparación con el grupo de animales no 

suplementados con el aceite (Fig. 16). 

A pesar de la mejoría mostrada en los grupos de animales dosificados con 

AO, se encontró que el peso corporal promedio continúo por debajo del registrado 

en el grupos Cl. El déficit mostrado por los diferentes grupos experimentales fue 

de 3.36% para TOL; 2.26% para T-AO; 1.67% en AO-D y de 1.3% en AO-AO. El 

análisis estadístico de los resultados mostró diferencia significativa (p<0.05) en los 

grupos AO-AO, AO-D y TOL con respecto al control (Fig. 16). 
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Figura 16. Se presenta la evolución del peso corporal de los diferentes grupos 

experimentales tras un periodo de recuperación de 30 días post-intoxicación 

subcrónica con tolueno y el efecto de la suplementación con aceite. Las barras 

muestran el peso corporal promedio (g ±ES) en grupos de entre 7-10 animales; 

los asteriscos muestran las diferencias significativas (*p<0.05) de los diferentes 

tratamientos contra el grupo Cl. 

55 



8.6 Peso cerebral. 

Tras un periodo breve de exposición a tolueno se puede desencadenar 

perdida de masa cerebral, especialmente de la corteza cerebral de entre 6-1 O% 

(von Euler, 2000). Por ello se evaluó el efecto de la intoxicación esófago-gástrica 

con tolueno y la suplementación con aceite de oliva. 

El peso de los cerebros en fresco y sin bulbos olfatorio de 5 animales, por 

cada grupo experimental al final del periodo de intoxicación, mostró una 

disminución del 1.63% en el grupo TOL, mientras que para AO-T se registró una 

disminución de 3.33 %; por el contrario, el grupo VEH, presentó un aumento del 

1 .6 % en relación con el grupo Cl (Fig. 17). El análisis estadístico de nuestros 

resultado arrojo diferencia significativa (p<0.05) entre los grupos VEH y TOL con 

respecto al Cl. 
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Figura 17. Efectos de la intoxicación subcronica con tolueno sobre el peso 

cerebral de ratas tras 1 O días de intoxicación y de la suplementación con aceite de 

oliva al grupo AO-T y VEH. Se muestra el peso cerebral promedio (g ±ES) para 

una n=5; los asteriscos sobre las barra indican diferencia significativa (*p<0.05) 

con respecto al grupo Cl. 
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8.7 Descripción histológica de células microgliales. 

Las células microgliales evidenciadas mediante la técnica 

inmunohistoquímica con isolectina-B4, en la corteza prefrontal de ratas expuestas 

a tolueno, dosificadas con AO antes de intoxicación y durante todo el estudio 

presentaron proyecciones cortas, con pocas ramificaciones y densamente teñidas 

(Fig. 18). Éstas, características concuerdan con la morfología de microglias 

activadas. En contraste: los grupos Cl y VEH mostraron una población microglial 

con características de células típicas (reposo o quiescentes) con procesos largos y 

ramificados, finamente teñidos y con morfología estrellada característica· de 

microglias de materia gris (Fig. 18). 

Por otro lado, las imágenes de la figura 19 mostraron mayor densidad 

celular en los cortes de los grupo AO-D, en contraste con AO-AO, lo cual puede 

reflejar que los tejidos del grupo AO-AO fueron protegidos contra el daño 

oxidativo, desencadenad otras exposición a tolueno. Esto sugiere que los efectos 

menores correspondieron a las ratas que siempre recibieron AO, antes de la 

intoxicación con tolueno y después de la misma, al menos en la región cerebral 

evaluada (corteza prefrontal). 
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Figura 18. Microfotografía que muestra imágenes donde pueden apreciarse las 

características morfológicas de la población microglial (flechas) en cortes 

coronales de corteza prefrontal de ratas sometidas a intoxicación subcronica con 

tolueno y suplementadas con aceite de oliva, antes de la intoxicación con el 

solvente (AO-D) y durante todo el estudio (AO-AO). Las imágenes de la izquierda 

muestran la morfología característica de microglias de substancia gris. Células 

marcadas con isolectina-84 de Griffonia simplicifolia. (40 x) 
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Figura 19. Las imágenes muestran la densidad de células de microglia en corteza 

prefrontal de ratas sometidas a intoxicación subcrónica con tolueno y los efectos 

de la suplementación con aceite de oliva, previo a la intoxicación (AO-D) y durante 

todo el estudio (AO-AO). En la imagen superior derecha se observan microglias 

(flechas) una gran cantidad de células microgliales cuya morfología concuerda con 

la de microglias activadas. En la imagen inferior derecha se observa un corte 

coronal de corteza prefrontal de un animal intoxicado con tolueno y dosificado con 

AO durante todo el estudio. Cortes teñidos mediante la técnica 

inmunohistoquímica para isolectina-84. (20 x). 
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8.8 Densidad microglial. 

Tras daño al SNC, se desencadenan cambios celulares encaminados a 

tratar de reparar el tejido lesionado y/o retirar los restos de células dañadas. Una 

respuesta particularmente rápida en cerebro es la generada por las células 

microgliales, ellas responden a la lesión activándose, por lo que pueden aumentar 

en numero (proliferación) o modificar su morfología (transformación celular). Por 

ello se evaluó el daño neurotóxico sobre la corteza prefrontal de ratas tras un 

periodo de intoxicación subcronica con tolueno, y los efectos benéficos de la 

suplementación con AO antes de la intoxicación y durante la etapa de 

recuperación del daño sobre la población de células microgliales. 

La cuantificación del numero de células reactivas a isolectina-B4 de corteza 

prefrontal de ratas arrojó los siguientes resultados: para el estrato superior, el 

grupo VEH presentó disminución del 3.83 % con respecto al control así mismo, el 

grupo AO-D tuvo un aumento del23.09% y el grupo AO-AO del10.77% (Figs. 19 

y 20). En el estrato medio, el grupo VEH presentó disminución del 4.98 % en 

relación al control; AO-D presentó aumento del 14.49 % y AO-AO de 4.43 % con 

respecto al mismo grupo (Fig. 20). Para el estrato profundo se cuantifico una 

disminución del 2.35% para el grupo VEH y aumento del 16.49 % en AO-D y 7.95 

% en AO-AO, con respecto al Cl (Fig. 20). 

Se encontró aumentada la población microglial en todos los estratos 

corticales estudiados, sin embargo el análisis estadístico de los resultados solo 

mostró diferencia significativa (p<0.05) en el estrato superior de todos los grupos 

en comparación con el grupo Cl. 

Se debe destacar que, aunque el promedio de células por estrato del grupo 

AO-AO se encontró elevado en comparación con los grupos Cl y VEH, si mostró 

menor reactividad que la presentada por el grupo AO-D. Esto refleja que la 

suplementación con AO tuvo un efecto de atenuación del daño citotóxico (Fig. 20). 

Por otra parte, se debe recalcar que no se pudo cuantificar la población de células 

de microglia en los grupos TOL y T-AO, ya que el marcaje con lsolectina-B4 no fue 

lo suficientemente aceptable como para realizar una buena identificación de 

60 



somas microgliales. Por esta razón, no se pudo realizar la cuantificación de éstas 

células. En el apartado de discusión se retoma este asunto. 
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Figura 20. Se muestra el número de células de microglia (promedio ± ES) por 

estrato en corteza prefrontal de ratas sometidas a intoxicación subcrónica con 

tolueno. Así como el efecto de la suplementación con AO, previo a intoxicación 

(AO-D) y durante todo el estudio (AO-AO), sobre la población de células de 

microglia. Los asteriscos sobre las barras muestran las diferencias significativas 

(*p<0.05) de los grupos vs control intacto. 
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IX. DISCUSIÓN 

9.1 Signos Clínicos. 

Los signos clínicos desarrollados en los animales tras la administración 

esófago-gástrica con tolueno están asociados a los efectos del tolueno sobre el 

SNC; ésta respuesta neuroconductual estuvo presente en los grupos TOL y AO-T, 

lo que demuestra que la suplementación de aceite de oliva previa a la intoxicación 

con tolueno no impidió la absorción gastrointestinal del solvente. Wolf y col. (1956} 

y NTP (1990} reportaron, que el aceite de oliva no altera el coeficiente de partición 

de solventes orgánicos, lo cual puede explicar la toxicocinética del tolueno. 

Además, el tolueno en contraste con otros solventes, posee un alto coeficiente de 

partición (tolueno 1 aceite), por lo cual se absorbe rápidamente y se le puede 

encontrar a los pocos minutos en sangre y otros tejidos (Campbell y Luthy, 1985; 

Biedermann y col., 1995). 

Las manifestaciones clínicas observadas tras la administración de tolueno 

en ambos grupos TOL y AO-T, evidencian la intoxicación sobre el SNC. Reportes 

del National toxicology program (1990), muestran que la dosis oral subcrónica a la 

que se presentan alteraciones neuroconductuales, oscila entre 312 a 5000 

mg/Kg/día. Para éste experimento se utilizaron dosis ascendentes entre 500 y 

1 ,500 mg/Kg/día. En las cuales se observó la respuesta citotóxica antes 

mencionada, aunque a dosis de 2 g/kg/día se produjo la muerte del 20% de 

animales del grupo AO-T y 30% para TOL. 

La dosis letal de referencia (RfD) reportada por exposición oral subcrónica 

en ratas es de 2.0 mg/Kg/día (EPA, 1993}. La muerte de éstos animales pudo ser 

consecuencia de daño hepático y/o renal, debido a que niveles relativamente altos 

tras exposición oral con tolueno por un periodo corto de tiempo, ejercen sus 

efectos nocivos principalmente sobre éstos órganos (Lauwerys y col., 1985; Rana 

y Kumar, 1994; IPCS, 1999). Liu y col., (2002) y AI-Ghamdi y col., (2003a,b}, han 

reportado que el tolueno produce daño citotóxico sobre células de túbulos 

contorneados proximales debido al estrés oxidativo desencadenado por el 

aumento en la actividad de citocromos, lo cual reduce la viabilidad de éstas células 
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y desencadena muerte por necrosis 48 h después de la exposición. Aunque no se 

realizó el análisis de éstos tejidos, es importante señalar que se observó 

hematuria y diarrea en algunos animales expuestos a tolueno, indicativos de 

alteraciones renales y/o estomacales desencadenadas tras la intoxicación 

esófago-gástrica (Kamijima y col., 1994; Faust, 1994; Martín, 2001). Estas 

evidencias sugieren que la suplementación con aceite de oliva, antes de la 

intoxicación con tolueno, no impidió la absorción de éste solvente a través del 

epitelio gastrointestinal y su distribución sistémica. 

9.2 Triglicéridos séricos. 

Las concentraciones séricas de TGC al día 5 del periodo de intoxicación 

mostraron aumento significativo en relación al control en los grupos VEH y TOL, 

aunque, al comparar nuestros resultados con lo reportado en la literatura, 

encontramos que caen dentro del parámetro normal de 26 a 145 mg/dl (Melby y 

Altman, 1974). A pesar de ello, si debe destacarse que el aceite de oliva es rico en 

triglicéridos (contenidos en un 80% en el ácido oleico) (Eggstein y Kreutz, 1966; 

Funari y col., 2003), lo cual pudo contribuir al aumento inicial de TGC en el grupo 

VEH en comparación con el control. Por otra parte, la disminución de TGC al día 

1 O quizás se debió a que los TGC presentes en el AO tras ser metabolizados, 

pudieron ser incorporados a membranas biológicas y lípidos de baja densidad 

(LDL), confiriéndole a éstos últimos resistencia a la oxidación. Gimeno y col., 

(2002) y Funari y col., (2003) han reportado que, tras la ingesta de altas 

concentraciones de AO, la incorporación de TGC contenidos en el ácido oleico a 

LDL o membranas biológicas tarda aproximadamente 7 días. 

Por otra parte, el aumento en los niveles de triglicéridos al día 5 concuerda 

con lo reportado por Kaneko y col. (2000), ellos encontraron que tras exposición a 

solventes lipofílicos, se puede desencadenar aumento en los niveles sanguíneos 

de TGC. Además, Danni y col., (1986) reportaron el desarrollo de aumento en los 

niveles séricos de TGC debido al desarrollo de citólisis, esteatosis y deficiencias 

metabólicas como consecuencia del daño toxico hepático, lo cual posiblemente 
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fue la causa del incremento observado en nuestro modelo experimental de 

intoxicación esófago-gástrica con tolueno. 

Por otro lado, la eficiencia en los procesos responsables para la remoción 

de TGC de la sangre pudo ser el mecanismo que ayudo a normalizar las 

concentraciones sanguíneas de TGC (Stumph, 1985). Sin embargo, es necesario 

señalar que existen muchos reportes en los que se relaciona el aumento de TGC 

circulantes con el abuso en el consumo de alcohol (Rios, 2001 ). Para el caso de 

intoxicación con tolueno, son casi inexistentes los reportes; -a excepción de 

Stumph y col., (1985), quienes reportaron que, entre dos y tres semanas de 

intoxicación por inhalación a concentraciones constantes de 2500 ppm con 

tolueno, se presenta disminución de las concentraciones circulantes y cerebrales 

de tolueno, mientras que la concentración sérica de TGC presenta aumento. A 

decir de estos autores, estas manifestaciones pueden ser indicadores del 

desarrollo de tolerancia provocada por la inducción exacerbada de la actividad de 

oxidasas hepáticas y alteraciones en la composición de lípidos de membranas. 

9.3 Equilibrio en cilindro giratorio. 

El desempeño de los animales intoxicados con tolueno (TOL y AO-T), 

mostró que la suplementación con aceite de oliva previo a intoxicación pudo 

ejercer efectos neuroprotectivos evidenciados por el mejor desempeño del grupo 

AO-T en la realización de ésta. Aunque ambos grupos mostraron deficiencia en la 

capacidad para mantener el equilibrio y coordinación en la prueba de cilindro 

giratorio (rotarod test), sí se observaron diferencias significativas entre ambos 

grupos de animales dosificados con tolueno. 

Posiblemente la intoxicación con tolueno provocó daño neurotóxico en 

ganglios basales y cerebelo -estructuras implicadas en la coordinación sensitivo­

motora; -este daño neurotóxico se evidenció por incoordinación motora (ataxia), 

asociada con el desarrollo de desordenes neurológicos (Kyvik y Moen 1990; Pryor, 

1991 ). La característica mas común de desordenes neurotóxicos son trastornos 

motores como desequilibrio, anormalidades de la tensión muscular y, alteraciones 

propioceptivas y/o patrón de caminado (Kyvik y Moen 1990; Rustay y col., 2003). 
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La prueba de equilibrio en cilindro giratorio evidenció la sensibilidad de los 

animales al efecto neurotóxico del tolueno (Jones y Roberts, 1968) y, aunque esta 

prueba se ha empleado para medir sensibilidad al alcohol, es evidente que puede 

utilizarse para medir la sensibilidad al tolueno (Costa y col., 2002). Por otra parte, 

los resultados de esta prueba muestran que los animales no fueron capaces de 

aprender a mantenerse sobre el rodillo, probablemente debido al daño neurotóxico 

por el tolueno. 

La incoordinación motora y los trastornos del aprendizaje motor pueden ser 

consecuencia de una integración funcional defectuosa de la corteza frontoparietal, 

corteza motora y cerebelo (Jueptner y col., 1997; Massaquoi y Hallett, 1998; 

Bowen y Balster, 1998; Hikosaka y col., 2002) producidas por el daño neurotóxico 

del tolueno. 

Se debe recalcar que esta prueba ha resultado una herramienta útil para 

revelar daño neurotóxico, sin embargo pueden presentarse variaciones de 

acuerdo al genotipo de cada individuo (Rustay y col., 2003) lo cual debe tomarse 

en cuenta cuando se aplique ésta prueba para valorar daño neurotóxico. 

9.4 Actividad locomotriz en campo abierto. 

La conducta exploratoria de ratas sometidas a intoxicación subcrónica con 

tolueno, que fue evaluada a los 20 y 28 días posintoxicación, permitió evidenciar la 

persistencia del daño por tolueno. Se debe destacar que entre los grupos TOL y 

AO-AO se encontraron diferencias opuestas y significativas respecto al control; 

hiperactividad e hipoactividad, respectivamente. En cuanto al aumento en la 

actividad locomotora de animales expuestos a tolueno que no recibieron 

suplemento con aceite de oliva, ésta pudo deberse a alteraciones de neuronas 

dopaminérgicas del estriado, como fue propuesto por von Euler y col. (1993). 

Kyvik y Moen, (1990), reportaron que 30 días después de un periodo de 

exposición subcrónica con tolueno, aumentó de manera significativa la actividad 

locomotora de los animales expuestos al tolueno respecto al control, así mismo, se 

observó que la motilidad espontánea no resulta afectada por el tolueno. Otros 

autores descubrieron que la actividad locomotora se incrementa tras exposición a 
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tolueno y es mediada por aumento en la expresión de receptores D2 del estriado 

(Mutti y col., 1988; Martín y Slapper, 2001; Marubio y col., 2003). 

Según Riegel y French (2002) y Riegel y col., (2003), la hiperactividad tras 

exposición a tolueno es dependiente de la dosis y resulta por la sobre-estimulación 

de neuronas dopaminérgicas del núcleo acumbens. 

La conducta exploratoria mostrada por el grupo AO-AO fue 

significativamente menor que el control, éstos resultados son similares a los 

reportados por Maimanee y col., (2003). Quienes encontraron que la 

suplementación con ácidos grasos a la dieta de roedores puede modificar su 

conducta. Por ejemplo; al aplicar la prueba de conducta exploratoria en campo 

abierto, encontraron mejor desarrollo emocional, evidenciado por la ausencia de 

defecaciones y baja actividad motora en la caja. 

Para estos autores, el suplemento de ácidos grasos puede influir en el 

mejoramiento emocional de roedores. Otros autores como Coscina y col., (1986), 

Yehuda y col., (1986) y Kamara y col., (1998), reportaron resultados similares e 

incluso encontraron que la suplementación con ácidos grasos dietarios disminuye 

la respuesta al estrés, lo cual se evidenció utilizando ésta misma prueba (campo 

abierto). 

El mecanismo mediante el cual el AO pudo ejercer sus efectos benéficos 

fue quizás a través de la modulación en la función de las membranas neuronales, 

debido a cambios en su estructura, particularmente de los fosfolípidos de 

membranas (Carlson y col., 1986). Cabe señalar que, la calidad y cantidad de 

ácidos grasos dietarios se reflejan en la estructura, fluidificación y función de 

membranas neuronales, lo cual puede influir en la transmisión serotoninérgica y 

catecolaminérgica y de formación de prostaglandina, de ahí que puede influir en la 

modulación de la respuesta al estrés y emocional de animales al encontrarse en 

un ambiente novedoso (Carlson y col., 1986; Haag, 2003). 

Nuestros resultados muestran que la suplementación con AO puede ayudar 

a modular la respuesta de retirada tras la intoxicación con tolueno, evidenciado por 

una mejor respuesta emocional en los animales suplementados con éste aceite, 
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aunque los efectos fueron más evidentes cuando se suministró AO antes de 

intoxicación y durante la recuperación. 

9.5 Peso corporal. 

Su registro durante todo el estudio nos ayudó a evaluar el efecto de la 

intoxicación oral con tolueno y la adición de ácidos grasos dietarios sobre la 

ganancia de peso corporal en las diferentes condiciones experimentales. 

Los pesos alcanzados al final de la fase de intoxicación muestran que la 

administración esófago-gástrica de tolueno produjo una disminución en la 

ganancia de peso corporal, quizás debido a disminución del consumo del alimento. 

A pesar de que no se cuantificó el consumo del alimento, sí se observó 

disminución de la ingesta tras intoxicación con el solvente. 

Hasta hace poco el mecanismo mediante el cual el tolueno provoca perdida 

de apetito no se había esclarecido, aunque recientemente Moron y col., (2004) 

han demostrado que la exposición al tolueno produce disminución del consumo de 

alimento y de la ganancia de peso. En sus resultados éstos autores encontraron 

que la exposición a altas concentraciones de tolueno produce una disminución 

significativa en las concentraciones de NPY (neuropéptido-Y) del núcleo 

paraventricular y aumento en el núcleo arcuato, aunque no encontraron cambios 

en otras regiones hipotalámicas. También encontraron niveles elevados de 

galanina en los núcleos paraventricular y arcuato. Los hallazgos de estos autores 

sugieren que el tolueno induce el desarrollo de anorexia tras exposición a altas 

dosis de tolueno. 

Se conoce que el NPY es uno de los más abundantes en cerebro de 

mamíferos y que participa en el control hipotalámico de la ingesta de alimento y 

ritmos circadianos, así como en la integración emocional límbica (Heilig y 

Widerlov, 1995). Stanley y Leibowitz, (1984) y Levine y Morley, (1984) 

demostraron que la inyección directa de NPY en el núcleo paraventricular 

hipotalámico (PVN) produce aumento del consumo de alimento y agua dosis 

dependiente, pero no altera cierto tipo de conductas como rascado, sueño, reposo 

o diferentes niveles de actividad. Además, estos autores demostraron que 
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mediante la utilización de un antagonista del NPY, como el naloxano, o por medio 

de la utilización del antagonista de dopamina, el haloperidol, se ejerce un efecto 

supresor de la ingesta de alimento. 

Por otra parte, se sabe que la disminución en las concentraciones de NPY, 

en el PVN, produce disminución del consumo de alimento y consecuentemente 

trastornos en la ganancia de peso corporal {Shibasaki y col., 1993; Hulsey y col., 

1995). 

De acuerdo a lo reportado por Moron y col. (2004 ), y a nuestros resultados, 

probablemente la disminución en las concentraciones de NPY tras la intoxicación 

con tolueno pudo desencadenar la disminución del peso corporal en los animales 

expuestos al solvente durante la etapa de intoxicación. 

En cuanto al peso corporal registrado en la etapa de recuperación, nuestros 

resultados sugieren que la suplementación con aceite de oliva durante la 

intoxicación con tolueno, y en la fase de recuperación, pudo ejercer efectos 

benéficos sobre éste parámetro, al modular la respuesta al daño neurotóxico tras 

la intoxicación con el solvente, lo cual pudo mejorar el apetito de los animales 

tratados y consecuentemente lograron una mejor recuperación del peso corporal. 

9.6 Peso cerebral. 

De acuerdo a nuestros resultados, la intoxicación subcrónica con tolueno a 

concentraciones elevadas puede producir perdida de masa cerebral, quizás 

debido a que el tolueno es altamente lipofílico, lo cual facilita su incorporación a 

SN donde desencadena daño neurotóxico y, eventualmente, provocar la muerte 

neuronal. Aunque según lo reportado en la literatura, la sustancia blanca del SNC 

resulta afectada principalmente por la exposición a tolueno (Knox y Nelsen, 1966; 

Shirabe y col., 1974; Korobkin y col., 1975). 

Reportes de von Euler y col., (2000) mencionan que, tras intoxicación con 

tolueno, a bajas concentraciones y por un corto periodo, puede resultar en perdida 

de masa cerebral cortical, especialmente de la corteza parietal de entre 6 y 10%. 

Anteriormente, Rosenberg y col., {1988) realizaron estudios mediante imágenes 

de resonancia magnética (MRI) en cerebros de individuos abusadores de tolueno 
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y entre sus hallazgos reportaron: 1) atrofia difusa en cerebro, cerebelo y tallo 

cerebral; 2) pérdida de los limites entre materia blanca y gris y; 3) aumento de 

materia blanca intraventricular, lo cual sugiere que el tolueno causa cambios 

metabólicos en la mielina (Polakowska, 1989). Resultados similares han sido 

publicados por Scarpelli y col., (1994) en individuos sometidos a intoxicación 

crónica. 

Otros reportes muestran que la expostcton subcrónica oral a tolueno, 

produce una disminución del área subcortical límbica, núcleo caudado y putamen 

(Hillefors-Berglund y col., 1995). Además, Lazar y col., (1983) y Suzuki y col., 

(1992) reportaron que periodos breves de intoxicación con tolueno pueden causar 

lesiones en materia blanca cerebral, ganglios basales, cápsula interna, tallo 

cerebral y pedúnculo cerebelar. 

Este daño puede resultar por la acumulación de metabolitos tóxicos 

producidos durante el proceso de detoxificación del tolueno por la acción 

enzimática de CYP 450 y aumento en la producción de especies reactivas de 

oxígeno (ERO) que pueden dañar a las células (lqbal, 2001 ). Según Mattia y col., 

(1993); y, Garbe y Yukawa (2001) el tolueno es el único solvente lipofílico capaz 

de inducir la formación de ERO que pueden causar daño oxidativo severo a 

membranas neuronales y mitocondriales lo cual puede inducir la muerte celular. 

A pesar de que el tiempo de exposición al tolueno fue relativamente corto, 

trabajos previos muestran que aún tras intoxicación aguda con tolueno se puede 

producir daño severo al tejido nervioso (Gotohda y col., 2000). Este autor encontró 

que, tras intoxicación aguda con tolueno las células astrocitarias de hipocampo y 

cerebelo se activan, proliferan y aumentan considerablemente la expresión de 

proteína acídica fibrilar glial (PAFG), lo cual puede contribuir a la supervivencia de 

las neuronas cerebrales (Gotohda y col., 2000). También se debe mencionar que 

el desarrollo de gliosis es indicativo de daño severo y/o muerte neuronal (Huang y 

col., 1992). 

También se ha reportado que tras exposición subcronica con tolueno la 

expresión de enolasa neuronal específica (NSE) aumenta considerablemente en 

varias regiones cebrebrales, aunque en neuronas cerebelares se expresa más 
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abundantemente (Huang y col., 1990). Estas alteraciones se presentan como 

respuesta a disturbios funcionales y estructurales tras daño severo sobre 

membranas neuronales que pueden culminar en muerte neuronal (Schmechel y 

col., 1973, Persson y col., 1987) 

Los pesos cerebrales registrados al final del estudio, muestran que tal vez 

la suplementación con aceite de oliva, antes de la intoxicación con tolueno y 

durante la recuperación, ayudó a disminuir el daño oxidativo sobre lípidos de 

membranas celulares (Rabovsky y Cuomo, 1999; Ruiz-Gutiérrez, y col., 1999; de 

la Puerta y col., 2000; Masella y col., 2001; Funari y col., 2003), ya que el peso 

cerebral promediado por éstos animales fue similar al control. Por otra parte, el 

aumento del peso cerebral encontrado en el grupo VEH, pudo deberse a la 

incorporación membrana! de lípidos (Kinsella, 1990; Navarro y col., 1994; Aguilera 

y col., 2003; Funari y col., 2003). 

9.7 Población microglial. 

Durante el periodo de intoxicación se produjo reactividad microglial, 

manifestada por un aumento en el número de estas células. Este aumento fue 

más evidente en el grupo de ratas AO-D. En tanto que en el grupo de animales 

suplementados con el aceite durante todo el estudio (AO-AO) fue menos notorio. 

En lo referente a los grupos TOL y T-AO, se debe destacar que no se logró 

un buen marcaje de la población microglial, razón por la cual no fue posible 

realizar la cuantificación de células inmunoreactivas a lsolectina-84. Una posible 

explicación de éste hecho es que el tolueno haya dañado severamente las 

cubiertas celulares, induciendo perdida del sitio de afinidad para las lectinas 

utilizadas, que corresponde a glicolípidos presentes en las membranas de células 

microgliales (Streit y Kreutzberg, 1987; Alroy y col., 1988 a,b; Streit, 1990; Streit, 

2002; Desantis y col., 2003). 

Existen otros factores que también pueden inhibir la inmunotinción de 

microglia por ejemplo; Jan Bauer, (comunicación personal) encontró que, en 

cortes parafinados ejerce una gran influencia la temperatura y el tipo de fijador 
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utilizado, así como el pH de las soluciones lavadoras y la calidad de los materiales 

utilizados para la inclusión. En éste trabajo, pueden descartarse estos factores 

debido a que todos los cerebros fueron procesados en paralelo y bajo las mismas 

condiciones, lo más probable es que la exposición al tolueno produjo daño severo 

a las membranas de éstas células. 

En cuanto al aumento en el número de células de microglia (microgliosis); la 

administración esófago-gástrica de tolueno produjo aumento de éstas células a 

pesar de la suplementación con AO, que puede interpretarse como una 

manifestación de daño sobre el tejido nervioso (Kreutzberg, 1995; Sedgwick y col., 

1998; Streit y col., 1999; Streit, 2000; Schwab y col., 2001). 

La proliferación de células microgliales como respuesta a daño ha sido 

ampliamente estudiada, aunque no encontramos reportes en los cuales se 

relacione esta respuesta celular con el daño resultante después de la exposición al 

tolueno. Por otro lado; existen reportes que describen aumento del número de 

células de la microglia tras exposición intermitente a alcohol (microgliosis) (Kioss 

y col., 1997; Streit y col., 1999; Riikonen y col. 2002). 

Se sabe que la exposición a altas concentraciones de tolueno puede 

producir un aumento en la generación de ERO en SNC de mamíferos, los cuales, 

a su vez, pueden desencadenar daño y/o muerte neuronal (Lam y col., 1990; 

Mattia y col., 1991; 1993a,b) al desencadenar aumento de la peroxidación de 

membranas. A este respecto, es importante señalar que el daño oxidativo se ha 

relacionado con el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas entre las que 

se incluyen la enfermedad de Parkinson (EP), daño isquémico y lesiones 

traumáticas en los que la microglia juega un papel importante (Markesbery y 

Carney, 1999). 

Los radicales libres generados tras exposición a tolueno ejercen sus efectos 

sobre lípidos membranales específicos y susceptibles a peroxidación tales como; 

fosfatidiletanolamina (FE) y fosfatidilinositol (FI) -abundantes en membranas de 

células de cerebrO- (Nitsch y col., 1992). La peroxidación de estos lípidos, 

produce una disminución de ácidos grasos que derivan a partir de ellos por 

ejemplo; la disminución de FE ocasiona una disminución importante de ácido 
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esteárico, oleico, araquidónico y docosahexenoico en tanto, que la disminución de 

Fl desencadena disminución de fosfolípidos, oleico y araquidónico. 

Según Esterbauer y col., (1991 ), los ácidos grasos mas susceptibles al 

daño oxidativo son lo AGPI (araquidónico y docosahexenoico), tras lo cual se 

pueden generar gran cantidad de aldehídos entre los que se incluyen el propanal, 

butanal, pentanal, hexanal y 4-hidroxinonenal (HNE), cuya vida media oscila de 

entre algunos minutos a horas y pueden difundir a sitios distantes donde actúan 

como radicales libres altamente reactivos. Por ejemplo, HNE es muy reactivo con 

a y ~ aldehídos responsables de citotoxicidad en conjugación con estrés oxidativo 

y son capaces de inhibir al ADN, ARN, síntesis de proteínas y glucólisis, y pueden 

mediar la degradación de proteínas mediante uniones covalentes a residuos de 

histidina, lisina y cisteína a través de la reacción de Michael o Schiff (Esterbauer y 

col., 1991; Uchida y Stadtman, 1992). También se ha demostrado que HNE puede 

desencadenar muerte neuronal por apoptosis y es altamente toxico para la 

neuroglia (Montine y col, 1996; Kruman y col., 1997; Keller y col., 1998), aunque 

existen reportes que hacen mención al desarrollo de muerte celular por ésta vía 

solo en casos de accidente vascular cerebral (linnik y col., 1993: MacManus y 

col., 1993) y enfermedad de Huntington (Portera-Cailliau y col., 1995). 

Estos eventos pueden actuar como disparadores de la respuesta microglial 

al daño, evidenciados por aumento del número de células microgliales (Gehrmann 

y col., 1995; Gehrmann, 1996; Stoll y Jander, 1999; Banati, 2000; Kato y col., 

2003) aunque en este estudio no podemos especificar sí este aumento se debió a 

la acumulación y/o proliferación de ésta estirpe celular. 

Por otro lado, aunque las ERO desencadenan muerte por apoptosis y, ésta 

a su vez, aumento de ERO en neuronas, se ha reportado que la utilización de 

antioxidantes puede prevenir el desarrollo de apoptosis (Kane y col., 1993; 

Whittemore, y col., 1994; Kruman y col., 1997). Lo anterior podría explicar el 

menor numero de células de microglia registradas en la corteza cerebral del grupo 

AO-AO que pudiera reflejar el efecto benéfico por la suplementación con aceite de 

oliva antes de la intoxicación y durante la recuperación, Esto debido a sus posibles 

efectos antioxidantes que pudieron inhibir la peroxidación de lípidos (Carlson y 
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col., 1986; Masella, y col., 2001; Quiles y col., 1999; Rabovsky y Cuomo, 1999; 

Visioli y col., 2001 ). De acuerdo a Scaccini y col., (1992), el consumo de ácidos 

grasos monoinsaturados, abundantes en el AO, proporcionan resistencia al daño 

oxidativo. 

A pesar del efecto protectivo del aceite de oliva, es necesario señalar que el 

aumento en la población de microglia persistió con el tiempo (30 días) esto indica 

la permanencia de los efectos por el daño oxidativo, después de haber suspendido 

la administración del solvente. Riikonen y col., (2002) reportaron un incremento en 

el número de células de microglia, que el encontrado en éste estudio. Sin 

embargo, ellos sacrificaron a sus animales inmediatamente después de terminar 

su periodo de experimentación. Bajo esas condiciones, es de esperar que la 

activación de la microglia sea elevada (Gehrmann y Banati, 1995). A este 

respecto, Gehrmann y Banati (1995), según sus trabajos de monitoreo de 

respuesta de la microglia tras lesión, reportaron que a los 21 días se pueden 

alcanzar los niveles máximos de proliferación microglial, tras lo cual se inicia una 

respuesta de autorregulación que puede prolongarse hasta el día 60 poslesión. 

Ochoa-Herrera y col., (2001) atribuyen los mejores efectos antioxidantes a 

la combinación de ácidos grasos monoinsaturados y tocoferoles -abundantes en 

el aceite de oliva virgen-. Ellos encontraron que estos pueden cambiar el perfil 

lipídico de membranas plasmáticas y mitocondriales mediante la incorporación de 

mayor cantidad de ácidos grasos saturados de moléculas antioxidantes a partir de 

compuestos fenólicos (alfa-tocoferol, ubiquinona 1 O) y, la optimización de la 

actividad de la enzima glutation peroxidasa, así como en la disminución del 

contenido de hidroperóxidos y ácido tiobarbitúrico (TBARS) (Kinsella, 1990; Mataix 

y col., 1998; de La Cruz y col., 2000; Visioli y col., 2001; Masella y col., 2001; 

Quiles y col., 2002; Visioli y Galli, 2003). 

Lo anterior provee evidencias in vivo de la capacidad protectiva del aceite 

de oliva contra el daño oxidativo desencadenado tras la exposición esófago­

gástrica subcrónica a tolueno, evidenciada a través de cuantificación de la 

población microglial presente en la corteza prefrontal de ratas suplementadas con 
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AO, antes de intoxicación y durante el periodo de recuperación, después de 

suprimir la desintoxicación de éste solvente. 

Por otro lado, éste estudio fundamenta la pertinencia de realizar 

experimentos adicionales en Jos que se evalúen los efectos benéficos del aceite 

de oliva contra el estrés oxidativo desencadenado después de una intoxicación 

crónica ·con tolueno. 

Estudios como éste, pueden generar información valiosa para la salud 

pública humana, ya sea que se trate de intoxicación recreativa o de tipo 

ocupacional al tolueno, debido a que la exposición a este solvente genera la 

producción de especies reactivas de oxígeno dependiente de la dosis (Mattia y 

col., 1991; Mattia y col., 1993 a,b). Por ello, la conveniencia de utilizar el aceite de 

oliva como una forma de prevenir el desarrollo de trastornos neurodegenerativos 

asociados a la peroxidación excesiva, que provoca daño oxidativo a las 

membranas celulares responsable de muerte celular por apoptosis o necrosis. 
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X. CONCLUSIONES 

1. La suplementación con aceite de oliva, previo a la intoxicación oral con 

tolueno, no impidió la absorción gastro-intestinal de éste, ya que se 

produjeron signos clínicos de neurotoxicidad manifestada por el desarrollo 

de incoordinación motora y falta de equilibrio en un cilindro giratorio (rotarod 

test) 30 minutos después de la intoxicación con tolueno, lo cual muestra la 

sensibilidad de los roedores al efecto neurotóxico de este solvente. 

2. La suplementación con aceite de oliva no modifico la concentración sérica 

de triglicéridos. 

3. La suplementación preventiva con aceite de oliva, antes de iniciar un 

periodo de intoxicación subcrónica con tolueno y su continuación durante la 

fase de recuperación, produjo efectos ansiogénicos evidenciados por 

disminución de la actividad locomotora en campo abierto. 

4. El aceite de oliva previno la perdida de tejido cerebral y facilitó la 

recuperación del peso corporal tras de suprimir la intoxicación con tolueno. 

5. Este estudio provee evidencias in vivo de la capacidad protectiva del aceite 

de oliva contra el daño oxidativo que se desarrolla tras la intoxicación 

esófago-gástrica subcrónica con tolueno a través de los compuestos 

antioxidantes que contiene, y el aporte de ácidos grasos monoinsaturados a 

las membranas biológicas que inhiben la severidad del daño evidenciado 

por la menor población de células microgliales en la corteza prefrontal de 

ratas que recibieron suplementación con aceite de oliva y durante todo el 

estudio. 
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