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Efecto de la desnutricidon pre y posnatal y la
exposicion posnatal a vapores de tolueno sobre el
desempeno en campo abierto en ratas

Armando Valenzuela-Peraza', Marco A. Martinez-Avila', Leticia Granados-Rojas’,
Maria L. Romero-Villena', Gerardo M. Barragan-Mejia?

RESUMEN

El objetivo, del presente estudio fue investigar los
efectos de la desnutricion prenatal y posnatal, y la ex-
posicién posnatal a vapores de tolueno, sobre la
actividad conductual en campo abierto en ratas wistar.
Material y métodos: se desnutrieron ratas hembras
virgenes, con el 50% del alimento que consumian
las ratas nutridas. Esta dieta se inicié desde tres semanas
antes de la cruza y se mantuvo durante la gestacion,
lactancia y hasta los 60 dias de vida posnatal de los
crios. La inhalacion de tolueno en los crios se llevo
a cabo de los 40 a los 60 dias de edad. La dosis de
tolueno fue de 0.4 mly el cual se colocé en una camara
de cristal con capacidad de 3.7 | durante 15 minutos
por dia. Se formaron 6 grupos con 10-14 animales,
tres grupos bien nutridos, el mantenido en condiciones
de laboratorio (N), expuesto a vapores de tolueno (NT)
y control de manejo (NM), y tres grupos desnutridos,
el mantenidos en condiciones de laboratorio (D), ex-
puesto a vapores de tolueno (DT) y control de manejo
(DM). Los animales de cada uno de los grupos se
sometieron a una prueba de desempefno en campo
abierto en la que se filmoé su desplazamiento en una
caja de madera de 100 x 100 x 45 cm durante 5 minutos.
Se calculd la distancia total recorrida por medio de
un monitor. El peso y recorrido fueron analizados con
Bonferroni, bolos fecales U de Mann-Witney y acicala-
miento con ANOVA. Resultados: la desnutricion y la
exposicion mostraron accién aditiva reduciendo
significativamente el peso corporal de las ratas. Las
ratas de los grupos nutridos y desnutridos, que se
introdujeron en la camara de inhalacion pero sin el
solvente (NM y DM), desplegaron mayor actividad en

el campo abierto en tanto que los grupos sometidos
al solvente mostraron menor actividad. Discusion: la
desnutricion y el manejo por separado indujeron mayor
actividad motora comparada con el grupo control sano;
la exposicién al solvente redujo la actividad.

Palabras clave: tolueno, desnutricion, actividad en
campo abierto, ratas wistar.

EFFECT OF PRE AND POSNATAL
MALNUTRITION AND THE POSNATAL EXPOSURE
TO TOLUENE VAPORS OVER OPEN FIELD
PERFORMANCE IN RATS

ABSTRACT

The objetive of the present study was to investi-
gate the effects of prenatal and postnatal nutrition, and
the postnatal exposure of toluene vapors over open
field performance in wistar rats. Material and methods:
nulliparous wistar female rats were nourished by
restricting food to 50% of ad libitum intake compared
to that consumed by well nourished rats, three weeks
before they were mated and kept on this diet during
gestation, and lactation. The offspring following were
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malnourished by the same method until 60 days
postnatally. Toluene inhalating and by the offspring
was carried out at 40 to 60 days postnatally. The daily
toluene dose used was 0.4 ml placed in a 3.7 L crystal
chamber for 15 minutes. Six groups were constituted
with 10-14 animals: three groups well nourished, were
kept under controlled laboratory conditions (N),
exposed to toluene vapors (NT), or as a handling
control (CM); and three undernourished, were kept
under controlled laboratory conditions (D), exposed to
toluene vapors (DT), or as a handling control (DM). All
animals were submitted to an open-field performance
test during which they were filmed for 5 minutes
moving in a 100 x 100 x 45 cm box. The total distance
covered was estimated by reviewing the videotape.
Results, the weight and distance were analyzed using
Bonferroni, feces fecals U de Mann-Witney and to
sprucing up with ANOVA. Conclusions, these indicated
assotiation of the malnutrition and toluene inhala-
tion exposure significantly reduced the rats body
weight. In response to the exposure to a new environ-
ment, nourished groups rats, that were introduced in
the inhalation chamber without solvent (NM and DM),
showed greater activity in the open field than the other
groups.

Key words: toluene, malnutrition, open-field activity,
wistar rats.

e ha demostrado que la desnutricién durante

el desarrollo induce cambios morfologicos

generales e irreversibles en el sistema nervioso
central en la rata', en particular en la memoria y otras
funciones atribuidas a la formacién hipocampal. Se ha
encontrado que la desnutricién proteinica prenatal y
posnatal altera la memoria espacial®. Estudios
neurofisilogicos en ratas con malnutricion proteinica
prenatal proveen evidencias de alteraciones
significativas en el circuito local de modulacion de
la excitabilidad de las células granulares®, asi como
una reduccion significativa en la susceptibilidad a esti-
mulacion de vias perforantes®. Katz y Davis® midieron
la extension del hipocampo en ratas alimentadas
con la mitad de su dieta usual durante el periodo de
gestacion y lactacion, durante la gestacion o duran-
te la lactacion y durante el periodo posterior al
destete, y observaron una disminucion significativa en
grosor del hipocampo de ratas en las cuales la
desnutricion incluia el periodo de gestacion. En un
estudio morfométrico de Golgi de las células granu-
lares del giro dentado a los 15, 30, 90 y 220 dias
posnatales, Diaz-Cintra® demostraré que la desnutricion
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protéica prenatal afecta la complejidad de las ramas
dendriticas y la densidad de espinas dendriticas en
los dos tercios externos de la capa molecular en las
cuatro edades. Cintra’, reporté decremento en el plexo
de las fibras musgosas, en el plexo axonal de las
células granulares del giro dentado, en la extension y
volumen rostrocaudal en ratas malnutridas prena-
talmente en los 15, 90 y 220 dias posnatales, sin un
efecto relevante de la dieta a los 30 dias posnatales.
Las células piramidales del CA3 muestran efectos
significantes a la restriccion proteinica prenatal en el
tamano celular, ramas dendriticas y densidad de
espinas dendriticas®. Las células granulares del giro
dentado y las células piramidales del CA3, son
neuronas clave en el circuito trisinaptico hipocampal,
un circuito que se piensa o se considera que juega un
papel critico en las funciones de memoria®.

En lo que se refiere a actividad en campo
abierto, se informa que los descendientes de ratas
expuestas a tolueno de los 7 dias de gestacion hasta
los 18 dias posnatales muestran mayor actividad
que los descendientes machos y hembras con res-
pecto a los testigos'. Ratas expuestas a altas
concentraciones de vapores de tolueno de 4 a 6
semanas de edad incrementan su actividad loco-
motriz''. Descendientes de ratas gestantes expuestas
a vapores de tolueno del dia 7-20 de gestacién no
mostraron diferencias en la actividad en campo abier-
to'2. Se detect6 una baja actividad locomotriz en ratas
desnutridas de 16-20 semanas de edad'®. Por otro
lado, se encontré que ratas adultas desnutridas des-
plegaban una conducta elevada en campo abierto con
respecto a las ratas testigo'. Las ratas sometidas a
denutricién desde el nacimiento hasta los 21 dias
posnatales, desplegaron una baja actividad explo-
ratoria’s.

En humanos el estado nutricional es deficiente
en los grupos de escasos recursos y aunado a esta
situacion se tienen las condiciones adversas de
subsistencia , predominantemente agresivos para el
individuo, es por eso que en este trabajo se investigo
los efectos de la desnutricidon durante la gestacion,
lactacién y hasta los 60 dias posnatales, edad en la
que se llevd a cabo el registro de las pruebas
conductuales en campo abierto.

MATERIAL Y METODOS

Pie de cria. Se utilizaron ratas de la cepa wistar
de 200 a 250 g de peso, que se mantuvieron en ca-
jas de plastico individuales con viruta de madera, en
ciclos de luz-oscuridad de 12-horas a temperatura del
bioterio.
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Procedimiento de desnutricién. a los animales
desnutridos se les suministré la mitad del alimento
consumido por el grupo testigo bien nutrido con
acceso libre."® El proceso de desnutricion se aplico a
hembras desde 3 semanas previas a la cruza, se
continuo durante el periodo de gestacion y lactancia
de sus crios, y hasta los 60 dias de vida posnatal de
los mismos.

Inhalacién de tolueno

Exposicion a vapores de tolueno. Las ratas de 40
dias de edad se expusieron a vapores de tolue-
no dentro de una camara de cristal, con capacidad de
3.7 litros, a la que se le agregaron 0.4 ml de tolueno."
Cada uno de los animales se mantuvo en esta camara
por 15 min diarios a partir del dia 40 hasta el dia 60
de edad.

Se formaron 6 grupos con 10-14 individuos
cada uno, los cuales se describen a continuacion.

Grupo nutrido testigo (N). Formado por crios
alimentados ad libitum durante el desarrollo prenatal y
posnatal hasta los 60 dias, manejados solamente para
la limpieza de jaulas

Grupo nutrido expuesto a vapores de tolueno
(NT). Los crios de este grupo fueron expuestos a
inhalacién de vapores de tolueno de los 40 a los 60
dias de edad.

Grupo nutrido testigo de manejo (NM). Estas
ratas fueron alojadas en una cdmara idéntica a las del
grupo NT, pero sin tolueno durante el mismo tiempo.

Grupo desnutrido testigo (D). Fue mantenido con
esta dieta durante el desarrollo prenatal y posnatal
hasta los 60 dias, solo se manipularon durante
el cambio de camas

Grupo desnutrido expuesto a vapores de tolueno
(DT). Este grupo, ademas de ser sometido a des-
nutricion prenatal y posnatal, fue expuesto a vapores
de tolueno del dia 40 hasta el dia 60 posnatal

Grupo desnutrido testigo de manejo (DM). Estos
animales se colocaron en una camara similar a la del
grupo DT, sin tolueno, Unicamente aire por el mismo
periodo.

Actividad motriz. A los 60 dias de edad todas las
ratas fueron sometidas a las pruebas de campo abierto
en una caja de madera rectangular (100 x 100 x 45 cm).
Las paredes y el piso fueron barnizados con material
resistente al agua. El piso fue dividido en cuadros
iguales de 20 x 20 cm con lineas blancas. A los
animales se les asignd un nimero clave para prevenir
tendencias del observador. Cada animal fue colocado
suavemente en una de las esquinas del piso y se fil-
mo su actividad durante 5 minutos™®.

Procedimiento de las pruebas. La actividad

conductual registrada fue la siguiente: 1. distancia total
recorrida; 2. acicalamiento; 3. numero de bolos
fecales.

Estadistica. Los datos experimentales de peso y
distancia recorrida fueron analizados con Bonferroni,
bolos fecales U de Mann-Witney y acicalamiento con
ANOVA.

RESULTADOS

Peso corporal. En la tabla | se da el valor pro-
medio del peso corporal =+ la desviacion estandar de
cada uno de los grupos al inicio de la exposicion (40
dias), como al final de la exposicién (60 dias). Al final
de la exposicion al aplicar la prueba de ANOVA
encontramos diferencias estadisticamente significa-
tivas por condicién nutricia F= 281.7, exposicion
F= 26.9 y condicién nutricia-exposicion F= 10.5
P< 0.002. Con respecto al porcentaje de disminucion
de los diferentes grupos con respecto al N fueron; el
grupo NM con un 22%, el grupo NT con un 29.5%,
el grupo D con un 48.9%, el grupo DM con un 52%,
y el grupo DT con un 57%. Encontrandose diferencias
en estadistica significativas de todos los grupos al
compararlos con el control con una P< 0.002. Tam-
bién se encontré que los animales desnutridos
presentaban una reduccién importante en la talla, una
falta de pelo y con una apariencia opaca.

GRUPO PROMEDIO (g) * ds

dias dias

n 40 60
Nutrido (N) 1 1563+19 325+21
Nutrido manejado (NM) 14 15018 253312
Nutrido tolueno (N) 10 15617 229+182
Desnutrido (D) 14 95422 166+£2720°
Desnutrido manejado (DM) 13 92+18 156+372P°
Desnutrido tolueno (DT) 14 9620 140434

2 Diferencia estadistica con N;® diferencia estadistica con NM; °diferencia estadistica con NT.
ANOVA, Bonferroni P< 0.002.

Tabla 1. Efecto de la desnutricion y exposicion a tolueno sobre el peso
corporal de ratas.
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Distancia recorrida en el campo abierto. En la
figura 1 podemos observar que el recorrido en campo
abierto de los grupos nutridos y desnutridos a los 60
dias, se pudo observar que los grupos NM (1843 cm),
D (1708 cm) y DM (1868 cm) presentaron un
incremento en el recorrido en el campo abierto con
respecto al grupo N (1322 cm); este incremento fue
mayor que en el grupo NT (1141 cm) y aln mas gran-
de que el del grupo que fue expuesto a los dos
factores agresores: desnutricion y tolueno DT (940 cm).
Aunque todos los grupos presentaron un incremento
en el recorrido en el campo abierto con respecto al
grupo que estuvo expuesto a los dos factores
agresores (DT), se encontraron diferencias en
estadistica significativas de los grupos: DT vs D, DM y
NM. Bonferroni P< 0.05. No se encontré efecto por
condicioén nutricional F= 0.246 P< 0.621, ni por la
interaccién nutricional-exposicion a tolueno F= 1.314
P< 0.275. A su vez los grupos manejados tendieron a
desplazarse mas que los que no se manejaron.

2500

TEE

2000 o
AP *P<0.05
*

1500
*

1000

Recorrido en centimetros

500

Nutrido(N) Nutrido Nutrido
manejo(NM) tolueno(NT)

desnutrido(D) Desnutrido

manejo(DM)

Desnutrido
tolueno(DT)

Figura 1. Efecto de la desnutriciéon y exposicion a tolueno sobre el
recorrido en campo abierto de ratas jovenes. *Estadisticamente dife-
rente comparado con NM y DM (ANOVA, Bonferroni).

Bolos fecales. En la cantidad de bolos feca-
les depositados en el campo por cada rata de los
grupos nutridos y desnutridos, no presentaron diferen-
cias en estadistica significativas P< 0.733, ni por
exposicion P< 0.144, U de Mann-Whitney P< 0.05.

Acicalamiento. En cuanto al acicalamiento, que
es una conducta no exploratoria no hubo diferen-
cias en estadistica significativas F= 2.041 P< 0.083.
Andlisis de varianza. Aunque los grupos desnutridos
tendieron a un mayor acicalamiento.

DISCUSION
En el presente estudio, los hallazgos indican

que la desnutricién provocada durante la gestacion,
lactacién y después del destete hasta los 60 dias de
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edad y asociada con inhalacion de tolueno en la etapa
juvenil de los 40 a los 60 dias de edad, reduce
significativamente el peso del cuerpo de los animales
desnutridos a mas del 50 % (Tabla I) comparado con
los testigo. La reduccién del peso corporal también se
ha registrado en estudios previos empleando un
régimen similar.

Los cambios conductuales inducidos por la
desnutricién en etapas tempranas y combinada con
la exposicién juvenil a vapores de tolueno puede
deberse principalmente a efectos del tolueno, tales
como irritacion de los ojos, garganta y nariz como se
da en humanos.'® Por otro lado, estos datos se ase-
mejan a los de Wood y Colotla®. quienes encontraron
una disminucion en la actividad a altas concentraciones
de tolueno. También estos cambios pueden deberse a
alteraciones morfolégicas durante la neurogénesis de
interneuronas, ya que éstas son un sustrato funda-
mental de vias multisinapticas moduladoras, que
surgen prenatalmente, y su proliferacion y organizacion
funcional contindian durante el periodo posnatal?'22,
Ademas, estas interneuronas participan en fenémenos
fisiologicos complejos tales como los mecanismos
sensoriales integrativos y los procesos de aprendizaje
y memoria®.

Los hallazgos mencionados en los trabajos de
Escobar?, de alguna manera apoyan la observacion
sobre la actividad motriz, pues ellos senalan que el
desarrollo de la arborizacion dendritica del claustrum
es vulnerable a la desnutricidon neonatal, ya que la ex-
tension y las ramas dendriticas exhiben un crecimiento
inferior asociado con la desnutricién en tres edades
posnatales tempranas, y sabiendo que del claustrum
salen proyecciones sensoriales polimodales, ellas
pueden regular la integracion de la informaciéon motriz
y sensorial, de proyecciones de la corteza visual al
claustrum, originadas en la cuarta capa, y retornando
del claustrum a todas las capas corticales, pero en
especial a las capas IV y VI para establecer un circuito
modulado reciprocamente, el cual puede regular
influjos sensoriales a esta zona?, también en ratas
desnutridas la reduccion de la arborizacién dendritica
en las neuronas del claustrum puede generar un défi-
cit en el proceso regulatorio que puede estar asociado
con una inadecuada locomocion?27.

En los resultados obtenidos se puede observar
hipoactividad en los animales desnutridos expuestos a
tolueno y nutridos expuestos a tolueno, comparados
con el grupo nutrido. A pesar de no haber diferencias
en estadistica significativas, esta tendencia coincide
con los datos registrados por Wolf 28 en ratas desnu-
tridas con dietas de 6 a 8% de caseina, en pruebas de
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campo abierto y laberinto radial de 8 brazos. Por otra
parte, los animales tratados con tolueno, tanto
nutridos como desnutridos, mostraron hipoactividad,
en comparacion con los animales de los grupos nutri-
dos manejados y desnutridos manejados, ambos sin
tolueno. Los datos registrados por diferentes investi-
gadores indican tendencias contrarias entre si, de esta
forma "12%3! sefalan incrementos en la actividad motriz
en pruebas de campo abierto en animales expuestos
a tolueno, mientras que Hougaard '? por un lado y da
Silva®? por otro, no encontraron diferencias en la
actividad a campo abierto en animales tratados con
tolueno, comparados con los testigos sin tolueno; por
ultimo, Yavich® sefiala decremento significativo de la
actividad en ratas tratadas con tolueno. Estas
variaciones en los resultados estan influidas por la
etapa de desarrollo de los individuos, en la que fueron
sometidos al solvente, duracién de la exposicion,
concentracion del solvente, via de administracion y
diferencias genotipicas. En el modelo empleado en
este trabajo, se usaron animales juveniles, ya que
preferentemente es en esta etapa en que el tolueno
se usa como sustancia de abuso por humanos; sin
embargo, no se encontraron datos en los que se estu-
dien los efectos del tolueno en modelos animales en
esta edad.

El hallazgo mas importante en este estudio fue
la disminucioén significativa de la actividad motriz en
animales desnutridos sometidos simultdneamente a
vapores de tolueno, comparados con los desnutridos,
desnutridos con manejo y nutridos con manejo.
Cuando se hizo la prueba de Bonferroni se encontré
que el manejo tuvo el efecto preponderante en los
resultados, sin que la desnutricién haya alcanzado
significancia estadistica para el resultado antes
mencionado.

Otro hecho importante fue el incremento de
actividad, en campo abierto, de los animales nutridos
y desnutridos que fueron sometidos al manejo sin to-
lueno, comparados con los animales sin tolueno, aun
cuando no hubo diferencias significativas, el manejo
demuestra que por si mismo puede inducir altera-
ciones en la conducta motriz. Se concluye que la
asociacién de desnutricion prenatal y posnatal con
inhalacion de tolueno en altas concentraciones durante
la etapa juvenil en ratas, disminuye la actividad motriz
de manera significativa, comparada con el efecto que
tienen ambos factores agresores independientemente.

Aunque se sabe que los solventes organicos
constituyen un grupo de neurotdxicos y pueden pro-
ducir disfunciones neuroconductuales y neuropatias
periféricas en humanos y animales®*, las bases

bioquimicas de los solventes relacionados con la
neurotoxicidad estan pobremente definidas y los
indicadores para la sensibilidad y especificidad para
valorar o estimar los efectos son por lo general defi-
cientes.
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