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RESUMEN

Durante los ultimos afios, se ha presentado una tendencia de aumento en el abuso de drogas
0 agentes inhalantes m&s comunmente utilizados por trabajadores y jovenes adictos. El
metilbenceno es uno de los solventes organicos aplicados en pinturas, pegamentos, gasolina
y limpiadores de PVC. Esta problematica, ha sido asociada a la presencia de alteraciones en
los trastornos del suefio en personas que laboran en fabricas de productos hechos con
solventes como el metilbenceno. El objetivo del presente trabajo consistio en evaluar el
efecto de la exposicion crénica a vapores de metilbenceno sobre los patrones de suefio. Se
utilizaron 20 ratas Wistar macho, se formaron dos grupos, el grupo | o control, recibié NaCl
al 0,9% vy el grupo Il recibi6 exposicion a 1,5 g/kg de metilbenceno; 15 minutos diarios
desde los 30 dias de edad hasta los 60 dias, para después realizarle el registro
electroencefalografico (EEG) de 24 horas. Los animales fueron eutanasiados después del
registro del EEG. Se encontré que la administracién cronica del metilbenceno afectd la
organizacion de los patrones de suefio, el Suefio de ondas lentas (SOL) aumentd (* p <0.01)
y Suefio paradojico (SP) disminuyd (** p <0.002), mientras que Vigilia (V) present6é un
déficit (* p <0.01). Este estudio mostré que la exposicion crénica al metilbenceno afecta el
sistema nervioso central (SNC), reflejandose en el aumento de la vigilia y disminucién

dréstica del suefio MOR.
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INTRODUCCION

Un incremento en el abuso de drogas o agentes inhalantes ha sido observado por presentar
una tendencia a la alza, sobre todo en humanos jovenes. EI metilbenceno es el principal
solvente organico usado en la elaboracidn de pinturas, pegamentos, gasolina y limpiadores
catalogados como PVC (Anderson y Loomis, 2003; Echeverria et al; 1991; Lucchini,
2000). La inhalacién de los productos fabricados a base de metilbenceno provocan en el ser
humano sintomas asociados a la afectacion en el sistema nervioso central y auténomo, los
cuales pueden manifestarse con presencia de dolor, pesadez de la cabeza, vértigo, olvido,
fatiga, lasitud, pérdida del apetito, insomnio e incluso trastornos del suefio. Estos
compuestos alteran la funcion de una variedad de canales i6nicos que incluyen canales
activados por ATP, acetilcolina, GABA, glutamato y serotonina (5-HT), asi como canales
de Sodio y Calcio dependientes del voltaje (Chien-Lu et al., 2007; Bale et al., 2005;
Williams et al., 2005).

La administracion repetida de metilbenceno provoca alteraciones en el comportamiento en
los modelos animales tales como; una disminucion grave en el estado de alerta (Takeuchi y
Hisanga, 1977; Chen y Lee, 2002). Hasta la fecha, se han propuesto diferentes mecanismos
que tratan de explicar los efectos toxicos del metilbenceno. Una de estas explicaciones,
sefiala que el metilbenceno podria interrumpir la funcion de la membrana neural mediante
una division no especifica dentro de la bicapa lipidica y que actua a nivel de las proteinas
hidréfobas integrales de la membrana. En relacion con el fendmeno del suefio, se sabe que
el insomnio parcial y la hiperactividad inducidas por metilbenceno estdn asociadas con
concentraciones reducidas de 5-HT, incremento en los niveles de la noradrenalina (NA)
producida a nivel cortical y acido 5-Hidroxindolacético (5-HIAA) (Von Euler et al., 1998;
Yamawaki et al., 1982; Arito et al., 1985). En este sentido, se ha postulado que la
exposicion aguda de altas concentraciones de metilbenceno en modelos animales, afecta la
actividad eléctrica del corazon que se produce en cada latido cardiaco. El objetivo del

presente estudio consistid en determinar los efectos de la exposicién de metilbenceno sobre
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el SNC, utilizando como indice de integracion funcional, los patrones del ciclo suefio-

vigilia, en un modelo animal.
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REVISION DE LITERATURA

1.- Agentes inhalatorios y drogas en jovenes

Durante los tltimos afos, se ha presentado una tendencia en aumento del abuso de drogas o
agentes inhalantes. Un estudio realizado por Medina-Mora et al. (1997) sefialaron que los
jovenes inhalan drogas como una forma de refugio a causa del maltrato o abuso sexual, e
incluso por el dolor y ausencia generada por la pérdida de un familiar cercano. Otras causas
estan relacionadas con los problemas cotidianos con comerciantes e incluso la violencia
policiaca. La falta de programas de prevencion del uso de drogas o de disminucién de
riesgos asociados con la inhalacion de solventes ocasiona que este tipo de actividades en
paises en vias de desarrollo se sigan realizando (Gutierréz y Vega, 1999).

Encuestas realizadas con nifias y nifios, sefialan que cuando estan bajo los efectos de drogas
inhalantes, aumenta el riesgo de abuso sexual, dejan de comer o beber agua, ademas de
sufrir accidentes o participar en peleas callejeras. La mayoria de los denominados “nifios de
la calle” ingieren inhalantes a base de metilbenceno para drogarse, olvidar, distraerse,
consolarse, relajarse o simplemente porque no pueden dejar de hacerlo, segun ellos, es su
vicio. Todos ellos tienen motivos para querer cambiar su estado de &nimo, que, conforme al
modelo modificado de estrés social, se debe a las vicisitudes graves, los problemas
cotidianos, los vinculos sociales y la falta de recursos institucionales (OMS/PSA, 1995).

En México, existen recursos gubernamentales para generar la elaboracién de programas que
podrian o deberian ayudar a las nifias y nifios a evitar o disminuir el uso de inhalables, asi
como los riesgos que estos implican. No obstante, no se han hecho programas para trabajar
en las calles, si no solo para atender a poblaciones diferentes a la de los “nifios callejeros”,
y casi siempre estan destinados a curarlos cuando acuden a los consultorios. Aungue hay
algunos dedicados a la prevencion fuera de las instituciones, casi todos estan dirigidos a los
nifios que asisten a la escuela (Gutierréz y Vega, 1999).

Desde el punto de vista de la investigacion bésica, la problematica a la que se enfoca este
proyecto, estd asociada a la presencia de alteraciones en los trastornos del suefio en

personas que laboran en fabricas de productos hechos con solventes como el metilbenceno.
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El metilbenceno es uno de los solventes organicos aplicados en pinturas, pegamentos,
gasolina y limpiadores de PVC (Anderson y Loomis, 2003; Echeverria et al; 1991;
Lucchini, 2000). Su inhalacion provoca sintomas que alteran el sistema nervioso central y
autonomo, generando insomnio y trastornos del suefio (Chien-Lu et al., 2007; Bale et al.,
2005; Williams et al., 2005).

2.- Metilbenceno

Liquido incoloro transparente, considerado como solvente, producido en el proceso de
manufactura de la gasolina y de otros combustibles a partir del petréleo crudo y en la
manufactura de coque, combustible sélido formado por la destilacion de carbon
bituminoso calentado a temperaturas de 500 a 1100 °C sin contacto con el aire. Se usa en la
fabricacion de pinturas, diluyentes de pinturas, barniz para ufias, lacas, adhesivos, caucho,
imprenta y curtido de cueros, manufactura de benceno, nylon, plasticos, poliuretano,
sintesis de trinitrotolueno (TNT), &cido benzoico, cloruro de benzoilo y metilbenceno

diisocianato. También se afiade a la gasolina junto a benceno y xileno para mejorar el

octanaje.
Cuadro 1. Caracteristicas fisicoquimicas del metilbenceno.

Formula quimica: C7H8 Presion de vapor (kPa a 20° C): 2.9

Masa molecular: 92,1 g/mol. Densidad relativa del gas (aire =1g/ml): 3.2

Punto de ebullicion: 111°C Densidad relativa de la mezcla vapor/aire a
20° C (aire = 1g/ml): 1.06

Punto de fusion: -95°C Punto de inflamacion: 4°C

Densidad relativa del liquido (agua = | Temperatura de autoignicion: 480°C

1g/ml): 0.87

Marco Antonio Salgado Valle 4
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2.1 Caracterizacion del metilbenceno

El metilbenceno puede ser liberado al aire, agua y suelo en lugares donde se produce o usa,
se encuentra comunmente en el aire, especialmente cuando hay mucho tréafico de vehiculos.
En Estados Unidos se ha realizado el monitoreo del aire libre, demostrando que el
metilbenceno esta presente en niveles aproximados de 1 a 35 partes por billon en volumen
(ppbv). También se ha demostrado que en los espacios o sitios donde se usan productos
como son: diluyentes de pintura, solventes, o productos de tabaco, los niveles de
metilbenceno son mas altos que en espacios abiertos. EI metilbenceno se evaporara
facilmente al aire, si se encuentra en la superficie del suelo se evapora rapidamente al aire o

puede ser degradado rapidamente a otras sustancias quimicas por microorganismos.

2.2 Relacion Metilbenceno-hombre-animal

El metilbenceno puede ingresar al organismo si es transportado en aire, agua o suelo. La
exposicion se da al inspirar metilbenceno disperso en el aire libre. La gasolina y otros
productos que se usan en el trabajo o en el hogar, por ejemplo, solventes o diluyentes de
pintura, contienen metilbenceno. Este al ser inhalado pasa directamente a la sangre a través
de los pulmones, los factores asociados a la edad, sexo, indice de masa corporal y estado de
salud afectan la disposicién de metilbenceno en el cuerpo.

El metilbenceno se absorbe en el organismo principalmente a través del tracto respiratorio
y, en menor proporcion a través de la piel. Traspasa la membrana alveolar. La mezcla
sangre/aire se mantiene en una proporcion de 11,2 a 15,6 a 37 °C y, entonces, se distribuye
por los distintos tejidos en cantidades variables que dependen de sus caracteristicas de
perfusion y solubilidad, respectivamente. La proporcion tejido/sangre es de 1:3, excepto en
el caso de los tejidos ricos en grasas, que presentan un coeficiente de 80/100. El
metilbenceno es oxidado en su cadena lateral por los microsomas hepaticos (mono-
oxigenacion microsomal). El producto méas importante de esta transformacion, que
representa aproximadamente un 68 % del metilbenceno absorbido, es el acido hipdrico

(AH), que aparece en la orina debido a la excrecion renal que suele producirse en los
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tibulos proximales. También pueden detectarse en la orina pequefias cantidades de o-cresol

(0,1 %) y p-cresol (1 %), como resultado de la oxidacion del ndcleo aromatico

2.3 Efecto del metilbenceno en el organismo

En el higado, los mismos sistemas enzimaticos son los encargados de oxidar el
metilbenceno, el estireno y el benceno. Por ello, estas tres sustancias tienden a inhibirse
mutuamente de forma competitiva. Si se administra a ratas una cantidad importante de
metilbenceno, se observa una disminucion de la concentracion de los metabolitos del
benceno en los tejidos y en la orina y un aumento de benceno en el aire espirado.

Existe posibilidad de que el metilbenceno afecte el SNC, los efectos sobre éste pueden ser
pasajeros, destacando dolores de cabeza, mareo o pérdida del conocimiento. Sin embargo,
efectos tales como incoordinacion, alteraciones mentales, pérdida de la vision y la audicion
pueden pasar de manifestaciones agudas a crénicas e incluso ser de tipo permanentes con
exposicion repetida, especialmente en concentraciones asociadas con la inhalacion
intencional de solventes. La exposicién de niveles altos de metilbenceno durante el
embarazo, como los asociados con inhalacion intencional de solventes, puede producir
retraso mental y alteraciones del crecimiento en nifios. Otros efectos que pueden causar
preocupacion incluyen los efectos negativos sobre el rifion, higado y sistema reproductor.
Exposiciones Gnicas a metilbenceno o exposiciones repetidas durante unas semanas puede
producir dolores de cabeza y somnolencia y puede alterar la capacidad para pensar
claramente. Dependiendo de la concentracion y exposicion a la que se estuvo expuesto,
seran las consecuencias negativas a nivel genético, sobre todo cuando se es adicto al
solvente. Por lo que la exposicion continua provoca somnolencia y hasta la pérdida del
conocimiento, esto se agrava hasta producir la muerte, al interferir con la respiracion y las
contracciones del corazon. Cuando la exposicion cesa, la somnolencia y el mareo
desapareceran, para llegar a un estado normal.

La exposicidén diaria en el trabajo a cantidades bajas o moderadas puede producir
cansancio, confusién, debilidad, sensacion de embriaguez, pérdida de la memoria, nausea y

pérdida del apetito. La exposicion de metilbenceno en el trabajo por un periodo prolongado
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puede generar cierto grado de sordera y pérdida de la vision. El uso de ciertos
medicamentos, como por ejemplo aspirina y paracetamol, durante exposicion al
metilbenceno puede tener graves consecuencias sobre la audicion. Aun se desconoce si los
niveles bajos de metilbenceno respirados en el trabajo pueden producir efectos permanentes
en el cerebro o en el cuerpo luego de muchos afios de exposicion.

Los efectos del metilbenceno en animales como la rata y el ratdn balb-c, son similares a los
observados en seres humanos. Los animales expuestos a cantidades moderadas o altas de
metilbenceno también pueden experimentar efectos adversos en higado, rifiones, pulmones

y sistema inmune.

3.- Suefio

La guia médica familiar publicada en 1981 sefiala una de las definiciones de suefio mas
citadas, la cual corresponde al estado fisioldgico de aparicion periodica caracterizada por la
supresion casi total de la actividad consciente y de relacion. La actividad motriz voluntaria
desaparece y la sensibilidad general queda abolida. El suefio es una actividad fisiologica
necesaria para la homeostasis de los seres vivos, constituye una de las funciones
fisiolégicas mas importantes para el correcto funcionamiento de las capacidades
cognoscitivas e intelectuales del ser humano, sin embargo, es considerado altamente
susceptible a sufrir alteraciones por diversos factores externos y como consecuencia
modificar la fisiologia del organismo. Santamaria (2003) refiere que el suefio es
practicamente universal en el reino animal y es imprescindible para la vida ya que su
privacion absoluta en mamiferos produce la muerte en un intervalo de tiempo de una a tres
semanas.

De manera normal, el embarazo provoca cambios en los patrones del suefio que persisten y
predisponen a la madre a sufrir alteraciones, asi como modificar la actividad fetal y el
suefio neonatal. Expertos en el tema del suefio, sefialan que los adolescentes deben dormir
un minimo de ocho horas diarias, resultando vital tener un suefio reparador y suficiente. La
pérdida de suefio en adolescentes genera sintomas como irritabilidad, somnolencia, falta de

concentracion y bajo rendimiento entre otros.
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A continuacion, se identifican las fases del suefio y sus alteraciones durante el embarazo
normal y/o anormal, asi como los cambios ciclicos en la actividad eléctrica cerebral y en
otros parametros fisioldgicos.

La importancia del estudio del suefio y su relacion con muchas otras funciones del
organismo radica en su actividad bioquimica y en la informacion que nos ofrece. Llaguno
et al. (2015), realizaron estudios en el ser humano, indicando que el suefio es una parte
integral y basica del ciclo “actividad-reposo”, la cual resulta ser necesaria para la
homeostasis, independientemente de la etapa de desarrollo y que se encuentra presente en
todas las formas de vida. Este fendbmeno se caracteriza por una posicion reclinada, 0jos
cerrados, disminucion del movimiento y disminucion de la capacidad de respuesta al
ambiente interno y externo (Markov y Goldman, 2006). Aunque el suefio es un fenémeno
del SNC, se puede considerar altamente susceptible a alteraciones debido a factores
estresantes que se originan fuera del SNC (Rose et al., 2001). Por lo tanto, el buen dormir
resulta de importancia en la homeostasis del organismo.

El suefio no es un proceso Unico, es decir, sigue un patrén determinado denominado
hipnograma. En el humano estd constituido por 2 fases del dormir. El suefio sin
movimientos oculares (NMOR), constituido por tres estadios y una fase de suefio
paraddjico o suefio de movimientos oculares rapidos (SMOR), procesos naturales vy
fisiologicamente importantes e indispensables para la reparacion a nivel fisico y mental.

Su estudio y cuantificacion son llevados a cabo mediante técnicas electrofisioldgicas,

fisiolégicas y de indices conductuales.

3.1 Caracterizacion de los patrones de suefio

Existen interfaces que permiten la comunicacion entre hombre-maquina a través de
diferentes canales de entrada/salida, por ejemplo: voz, visidn, audicion, tacto y
movimiento. Los dispositivos que permiten la comunicacion hombre-maquina mediante el
registro de actividad cerebral, son conocidos como Interfaces Cerebro-Computadora (BCl,

Brain Computer Interface por sus siglas en inglés).
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Una BCI regularmente esta basada en la electroencefalografia, que es una técnica para
medir la actividad eléctrica cerebral y se utiliza de forma clinica para estudiar la tipologia
de ondas en zonas del cerebro en deteccion de patologias; asi también tiene una gran
resolucion temporal, facil uso y portabilidad (Minguez, 2003)

El EEG, se define como la actividad eléctrica de un tipo alterno registrado desde la
superficie del cuero cabelludo después de ser recogido por electrodos metalicos y medios
conductores. Es un testimonio de funcién o disfuncién integrada de materia blanca y gris, y
permanece como una medicion importante de la integridad del SNC, que ha permitido el
establecimiento de diferentes estados electrofisiolégicos y conductuales (Teplan, 2002).
Baghdoyan y Lydic, (2002) sefialaron que el EEG estd “desincronizado” durante la vigilia
y el sueio MOR (en contraste con la sincronizacion durante el suefio NMOR), dejando
evidencia de que durante los estados excitados del cerebro (vigilia y suefio SMOR) hay
activacién de la formacion reticular mesencefélica y actividad oscilatoria en la banda de
frecuencias gamma (<30Hz), ademas de mejora en la sincronizacion de las respuestas
corticales, las cuales juegan un papel importante en el procesamiento de sefiales

sensoriales.

3.2. Fases de suefio

Si existe alguna caracteristica que define verdaderamente al suefio, es su falta de
uniformidad. A lo largo de la noche, se suceden numerosos cambios ciclicos en la
actividad eléctrica cerebral y en otros parametros fisiol6gicos y de comportamiento, que
han servido como criterio para dividir al proceso del suefio en diversas fases (Salin-
Pascual, 2009).

Cuando un sujeto se dispone a dormir, la actividad eléctrica de su cerebro cambia al pasar
del estado de vigilia al de suefio, dicho cambio no es constante para toda la noche, sino que
a lo largo de ella se modifica varias veces. Los cambios observados son tan claros que han
permitido clasificar varias fases de suefio.

A la técnica de registro continuo y simultaneo de las variables fisioldgicas que definen las
etapas del suefio y la vigilia se denomina polisomnografia. Los tres parametros basicos de

registro son la actividad cerebral, registrada a través de EEG, tono muscular, registrado a
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través de electromiograma (EMG) y los movimientos oculares, a través de
electrooculograma (EOG) (Markov y Goldman, 2006). El electrocardiograma (EKG), el
registro de flujo aéreo respiratorio y registro de movimientos de los miembros inferiores
son otras variables, a menudo incluidas en el registro polisomnografico (RPSG).
Tradicionalmente, el ciclo suefio-vigilia en el adulto es determinado por distintos patrones
de EEG conocidos como "las fases de vigilia y suefio”, las cuales se correlacionan bien con
alguna de las caracteristicas fisioldgicas, bioquimicas y conductuales observadas durante
estos procesos. Esas fases son vigilia (V), suefio NMOR (3 fases) y suefio SMOR.

3.2.1. Vigilia

El ritmo beta es caracteristico del estado de vigilia activa; se presenta cuando el sujeto
realiza alguna operacion mental, o se le aplica algun estimulo sensorial, cuando abre los
0jos, o al dirigir su atencion visual hacia algin objeto. La vigilia relajada se caracteriza por
ritmo alfa de bajo voltaje, que consiste en ondas sinusoidales ritmicas de 9 a 10 Hz
registradas sobre la region occipital de la cabeza con ojos cerrados. La medicion de
frecuencia cardiaca y respiratoria, no suelen ser suficientes para reconocer las fases, de éste
modo, el incremento en el tono muscular puede ayudar a identificar el estado de vigilia del
sujeto (Figura 1) (Zeng et al., 2012).

C4-M1

Figura 1. Caracteristicas de las ondas durante la vigilia. Las letras F-4-M1, C-4 Ml y O2-
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M1, son electrodos en el cuero cabelludo, para leer el EEG, que da informacion sobre si se

estd dormido o despierto, y sobre la fase de suefio en la que se encuentra. Los electrodos
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oculares, ojo izquierdo (EOGizq) y ojo derecho (EOGder) miden los movimientos oculares

y el EMGm mide la actividad muscular o tono muscular.
3.2.2. Suefio NMOR

3.22.1Fasel

También llamada de somnolencia, aumenta la frecuencia y regularidad de la actividad theta
(4-7 HZ) en el hipocampo. Se presentan alternadas las ondas beta (15-20 HZ) que
representan la actividad cortical rapida. Esta fase corresponde a la transicion suefio-vigilia,
ain cuando se mantiene cierto contacto con la realidad. La fase 1 aparece
fundamentalmente durante la transicion de la vigilia al suefio, o después de movimientos
corporales durante el suefio. Durante el suefio normal, la fase 1 tiende a ser relativamente
corta, dentro de un rango de 1 a 7 minutos. La fase 1 de suefio normalmente ocupa de 4-5%

del tiempo total de suefio (Figura 2).

C4-mM1
02-M1
EOGi
EOGd

EMGm

Figura 2. Caracteristicas de las ondas durante la fase 1 del suefio. Las letras F-4-M1, C-4
M1y O2-Ml, son electrodos en el cuero cabelludo, para leer el EEG, que muestra las ondas
alfa y beta, caracteristicas en esta fase de suefio. Los electrodos oculares, 0jo izquierdo
(EOGizq) y ojo derecho (EOGder) presentan los movimientos musculares y el EMGm

muestra el tono muscular que se encuentra activo.
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3.2.2.2 Fase 2

Posterior a la fase 1, se acentla la expresion de la actividad talamica; ademas aparecen
husos de suefio (12-14 HZ). En esta etapa también aparecen, principalmente en el vértex
los denominados complejos K (Onda negativa de alto voltaje seguida de un componente
positivo). Asi, esta fase se define por la presencia de husos del suefio o complejos K 'y por
la ausencia de suficientes ondas lentas difasicas, de gran amplitud (0.5 segundos
aproximadamente) que define la presencia de fase 3. No se presentan movimientos
oculares rapidos. Usualmente ocupa de 45-55% del tiempo total de suefio (Figura 3).

Fi:gt:Jr:aJB. C::a{ra{ct:er‘l’s:ti(::a:s ae Iés: dndas adrén:te Ia:ls :fésés 2:d:eI15l:Jeﬁc;). ;L:as; Iet}aé F4M1 C4
MI y O2-Ml, son electrodos en el cuero cabelludo, para leer el EEG, notese la presencia de
usos de suefio en la corteza cerebral. Los electrodos oculares, ojo izquierdo (EOGizq) y ojo
derecho (EOGder) muestran ausencia de movimientos oculares mientras que el EMGm

detecta que el tono muscular se mantiene activo.

3.2.2.3 Fase 3

Llamada suefio de ondas lentas (SOL), suefio delta o suefio sincronizado. Se caracteriza
primariamente por la aparicion de grandes ondas lentas delta (0.5-3HZ y de 70 a 90 pv). La
actividad delta principalmente se presenta en la primera parte de la noche (cuando es
mayor la necesidad de dormir), y junto con su amplitud disminuye a lo largo de la noche
(Figura 4), constituye del 20-65% del total de suefio. En esta fase, el tono muscular esta

disminuido en relacion con las fases anteriores. En general, durante el SOL se producen
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disminuciones en la frecuencia cardiaca, la presion arterial, el volumen minuto respiratorio,

el tono muscular esquelético y el flujo sanguineo cerebral (Krahn et al., 2010).
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Figura 4. Caracteristicas de las ondas durante la fase 3 del suefio. Las letras F-4-M1, C-4
Ml y O2-Ml, son electrodos en el cuero cabelludo, para leer el EEG, nétese las ondas delta
u ondas lentas en la corteza cerebral. Los electrodos oculares, 0jo izquierdo (EOGizq) y ojo
derecho (EOGder) muestran poca actividad y el EMGm detecta que la actividad muscular

esta presente.

3.2.3. Suefio MOR

El suefio MOR (sMOR) esta compuesto de componentes tanto tonicos (que ocurren a lo
largo de todo el ciclo de MOR) como fésicos (que ocurren intermitentemente durante el
ciclo de MOR). Cada uno de estos elementos es generado, modulado y ejecutado por
diferentes grupos neuronales ubicados en mdltiples niveles, desde la corteza cerebral a la
médula espinal (Lydic y Baghdoyan, 1998).

El SMOR se caracteriza por activacion cortical, se observa actividad de baja amplitud y
frecuencia mixta, con rafagas de onda que semejan a las ondas theta solo que mas agudas,
por lo que se les ha denominado ondas dientes de sierra (6 Hz y amplitud de 40 a 100 mV)
aparecen alrededor de la zona del vértex. En la EOG aparecen movimientos oculares
rapidos en rafagas, mientras en la EMG pérdida del tono muscular, sin embargo,
comunmente se aprecian episodios de temblor con duracion de 0.25 segundos. La actividad

del musculo esquelética solo persiste en el diafragma, los musculos extraoculares y los
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musculos del oido medio. EI SMOR abarca del 20-25% del tiempo total de suefio (Figura 5)
(Krahn et al., 2010). Muchos fenémenos del SMOR son similares a la respuesta de alerta
que se observa en la vigilia. Algunas regiones del tronco cerebral afectan la supresion
motora en el SMOR (Lydic y Baghdoyan, 1998).

S A PR SN

EMGM T

Figura 5. Caracteristicas de las ondas durante la fase de SMOR. Las letras F-4-M1, C-4 Ml
y O2-MlI, son electrodos en el cuero cabelludo, para leer el EEG, nétese las ondas en forma
de sierra en la corteza cerebral. Los electrodos oculares, ojo izquierdo (EOGizq) y ojo
derecho (EOGder) presentan rafagas de movimientos oculares, mientras el EMGm detecta

que el tono muscular esta casi ausente.

3.3 Importancia del buen dormir

Aunque existen estructuras cerebrales cuya estimulacion favorece mas a uno u otro estado
(suefio o vigilia), no existe propiamente un centro del suefio o la vigilia, ademas, si
consideramos la actividad de neuronas individuales encontramos que la mayoria se
mantienen activas tanto al dormir como al velar y lo que se altera ante todo es su pauta de
actividad de descarga (Salin-Pascual, 2009). Durante el suefio se llevan a cabo cambios en
el resto del organismo, ademas de los observados en la actividad eléctrica cerebral. En el
caso del suefio NMOR se ha denominado a la fase 1 y 2 como suefio ligero; la 3 como
suefio profundo y juntas abarcan del 75 al 80% del periodo total del suefio. De éstas, las
fases de suefio profundo proporcionan una funcién reparadora a nivel fisico debido a que
las funciones reguladas por el sistema nervioso periférico, como las frecuencias

respiratoria y cardiaca se tornan constantes y sincronizadas, es en este momento cuando se
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lleva a cabo la liberacidon de ciertas hormonas debido a la funcién antagdnica de los
sistemas simpatico y parasimpatico que se encuentran disminuidas existiendo por ende
relajacion, con pocos movimientos musculares ademas de ausencia de movimientos
oculares.

En el caso del SMOR, se da una activacion de los procesos corporales. Al iniciarse un
episodio de SMOR, la respiracion se hace irregular, el pulso y la presion sanguinea exhiben
fluctuaciones breves. En el SMOR, estudios en el hombre y en animales concuerdan con la
existencia de un aumento significativo del flujo sanguineo cerebral. Se presenta una
desincronizacion en los ritmos cardiaco y respiratorio ademas de un incremento en la
actividad endocrina. Se le atribuye una estimulacion enddgena sobre el cerebro con el fin
de continuar con su desarrollo y programacion genética principalmente en el feto y en el
humano recién nacido, etapas cuyo periodo de duracion es el mas prolongado. En la edad
preescolar y escolar en los nifios, al SMOR se le asocia con procesos de consolidacion de la
memoria, aprendizaje, madurez cerebral y de continuidad de la estimulacion endogena
(Salin-Pascual, 2009; Beebe y Lee, 2007).

La duracion del suefio insuficiente y la mala calidad del suefio se consideran endémicas en
la sociedad moderna. Los hallazgos de estudios experimentales y epidemioldgicos indican
que la pérdida parcial crénica de suefio estd asociada con un aumento de los riesgos de
obesidad y una gran cantidad de trastornos relacionados con la obesidad, incluyendo
tolerancia a la glucosa, hipertension, sindrome metabdlico o cardiopatia coronaria (Qui et
al., 2010), asi mismo se asocia con mayor riesgo la depresiéon (Krishnan y Collop, 2006;
Hobson et al., 1975), mientras que la corta duracion del suefio es asociada con una mayor
incidencia de la diabetes (Van Cauter, 1990; Seron-Ferre et al., 1993), obesidad (Spiegel et
al., 1994; Eriksson et al., 1989), asi como el aumento de mortalidad por todas las causas
anteriores. De todas las enfermedades que resultan asociadas a la falta de suefio, la
enfermedad cardiovascular es de especial importancia en varias complicaciones durante el
embarazo, como la preeclampsia, con restriccion del crecimiento intrauterino, parto

prematuro y nacimiento (Okun et al., 2009).
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Sanford et al. (2001), mencionan que, aunque existe una evidencia minima de los
beneficios del buen dormir, asi como de las interferencias de un mal suefio en el organismo,
si es posible relacionar las enfermedades ya mencionadas con las alteraciones que presentan
las ratas cronicamente privadas al suefio, que incluyen hipermetabolismo e incapacidad
para termorregular adecuadamente, y susceptibilidad a infecciones oportunistas.

La alternancia vigilia-suefio es un ciclo endogeno, sigue un ritmo circadiano que es
controlado principalmente por el nlcleo supraquiasmatico del hipotdlamo (Reloj biolégico
interno), esta estructura promueve la vigilia influyendo en la actividad neuronal en el tallo
cerebral (Lee et al., 2004). Lo que nos lleva a que el suefio es controlado por dos factores:
el circadiano y el homeostéatico. En el adulto el promedio de suefio es de aproximadamente
8 horas por 16 de vigilia, aunque tal relacién puede verse afectada por el grado de
luminosidad ambiental, ciertos aspectos socioeconémicos y culturales y determinadas

caracteristicas individuales de tipo genético o constitucional (Regal et al., 2009).

3.4 Privacion del Suefio

El término privaciéon del suefio es una reduccién en el numero habitual de horas de
descanso. Las causas del trastorno del suefio son variables, cuyo impacto genera reduccion
de habilidades para tomar decisiones, memoria deficiente, pobre concentracion, falta de

motivacion, microsuefio, irritabilidad entre otros.

4.- Actividad bioeléctrica cerebral

El problema de la epilepsia en las ultimas décadas ha atraido cada vez més la atencion de
los investigadores de diferentes especialidades. Por datos aportados por la literatura
cientifica actual (Pefialver y Estévez, 1994) la morbilidad de la epilepsia en algunos paises
alcanza hasta el 1 % de la poblacién. Otro factor de interés es que esta entidad se presenta
en personas jovenes y limita su capacidad tanto, intelectual como fisica.

El desarrollo de nuevos medicamentos anticonvulsivos y antiepilépticos requiere del

modelaje experimental en animales de laboratorio. Un modelo experimental de tipo
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geneético a la fecha, no esté estandarizado, pero su creacion, podria contribuir, al estudio de
la fisiopatologia de la epilepsia y también, a la evolucion de nuevas drogas provenientes de

la flora nacional y contribuir al desarrollo de la industria médico farmaceutica.

5.- Electroencefalograma

El flujo y el procesamiento de la informacion ocurren en el cerebro de forma eléctrica y
quimica, por lo que es preciso observar como varian estos procesos a lo largo del tiempo
para entender su funcion. Las técnicas electrofisioldgicas se basan en registrar de forma
cercana o distante la corriente eléctrica que circula a través de las membranas neuronales, o
de corrientes secundarias que se derivan de éstas. Los potenciales que se registran en el
EEG provienen de la actividad eléctrica de los tejidos excitables, y se captan midiendo la
diferencia de potencial existente entre un electrodo explorador y otro de referencia (Grave
de Peralta et al., 2004). La mayor ventaja de las técnicas del EEG consiste en que miden
directamente, aunque a distancia, el fendmeno a estudiar en una preparacion no invasiva,
con una resolucién del orden de milisegundos, que se corresponde con la ventana temporal
en la que ocurre el procesamiento de informacion en el cerebro. Su mayor inconveniente es
que, debido a su caracter macroscopico y la diversidad de configuracion de fuentes
posibles, a priori es imposible la determinacion univoca de los generadores del EEG o el
magnetoencefalograma (MEG).

5.1 Aplicacion clinica del EEG

Aparte de su valor tedrico abstracto en el marco de las aplicaciones biomédicas de la fisica
y la matematica, estos métodos pueden producir imagenes de alto valor clinico,
comparables en cuanto al contenido de informacion a otras técnicas hemodinamicas
conocidas por su alto costo (RM funcional) o su invasividad, entre ellas, las tomografias
por emision como PET o SPECT (Grave de Peralta-Mendez et al., 2004). No obstante, las
iméagenes tomogréaficas funcionales derivadas del EEG o el MEG, presentan ventajas por su
alta resolucién temporal y espacial respecto a la obtenida por las tomografias por emisién
PET o SPECT.
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Por ejemplo, las evaluaciones del método EPIFOCUS con mediciones simultaneas en el
cuero cabelludo y 10 electrodos intracraneales (Lantz et al., 2001), muestran por primera
vez un método lineal distribuido capaz de diferenciar entre la actividad epiléptica generada
por diferentes posiciones del I6bulo temporal utilizando, Gnicamente, 22 electrodos de
EEG. Estudios adicionales (Lantz et al., 2003) muestran que EPIFOCUS es el Unico
método lineal con un 100% de localizacion de fuentes dipolares simples para
configuraciones de 100 o mas electrodos, y que, seguido de LAURA, con un 50%, es el
mejor localizador lineal de actividad dipolar (Grave de Peralta-Méndez et al., 2002).
Estudios méas extensos que evallGan las imagenes funcionales de EPIFOCUS muestran una
efectividad comparable o superior a las demas técnicas tomograficas.

Considerando el nivel de eficacia obtenido y el bajo costo de estas imagenes, resulta claro
que las imagenes funcionales tomograficas derivadas del EEG tienen un gran futuro por

delante.

6. Uso de la rata como modelo animal de laboratorio

El uso de animales en experimentacion ha ido en paralelo al desarrollo de la biomedicina.
Un animal de laboratorio se define como un ser vivo no humano, vertebrado o invertebrado,
usado para la experimentacion y otros fines cientificos, su uso se basa, fundamentalmente,
en la analogia fisioldgica con la especie humana (Guillen, 2012). La ciencia de los animales
de laboratorio surge para proporcionar a la comunidad cientifica la formacion y directrices
en todos los aspectos relacionados con la experimentacion animal. Su marco ético plantea
que los animales no deben ser sometidos a sufrimiento fisico o psicologico y se regula por
estrictas normas bioéticas. El uso de animales en experimentacion es ético cuando no hay
otra alternativa y su proposito esta vinculado con la obtencion de un bien mayor (National
Research Council, 2011).

El lugar donde se alojan los animales de experimentacion se denomina bioterio, animalario
0 estabulario, y se define como la instalacion dedicada a la crianza, mantenimiento, cuidado

y uso de los animales de laboratorio (Kollmus et al., 2014). El bioterio no solo debe cubrir
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las necesidades de los animales, sino también del personal que trabaja en él. El personal
capacitado ha de evaluar el estado de salud de los animales de forma rutinaria, no solo por
obligacion legal y moral, sino también para garantizar resultados fiables y repetibles. Es
necesario que esta evaluacion sea mas amplia y frecuente en procedimientos invasivos,
quirurgicos y a la llegada del animal al bioterio.

A pesar del alto costo y la dificultad que representa el desarrollo de un modelo animal, su
uso nos permite estudiar la fisiopatologia de una enfermedad inducida o espontanea, v el
comportamiento animal. Dadas las posibles variaciones en las respuestas fisioldgicas, es
necesario tener un amplio conocimiento de la fisiologia y anatomia comparada del modelo
a emplear. Ademas, es aconsejable constatar la validez del biomodelo para el estudio. El
raton es el animal de laboratorio mejor caracterizado genéticamente. Si a ello sumamos su
pequefio tamafio, facil manejo, corto periodo gestacional, camadas grandes y répida
madurez sexual, todo ello lo convierte en una especie dptima para la creacién de modelos.

(Romero-Fernandez et al., 2016).
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JUSTIFICACION

A nivel mundial, una de las principales problematicas que se presentan con jovenes de 16 a
23 afos, es el uso de drogas de bajo costo, destacando aquellas como son los agentes
inhalados que estan fabricados a base de metilbenceno, entre ellos el thinner, las pinturas a
base de aceite, los limpiadores PVC y pegamentos. Otra problematica de la cual se tiene
registro, son las alteraciones en el suefio, como el insomnio, la cual se presenta en el
personal que labora y que tiene contacto directo con este tipo de sustancias. Se tiene
conocimiento que los agentes a base de metilbenceno provocan alteraciones en el SNC y
autonomo. Con base en la problematica antes planteada, es menester realizar experimentos
en modelos animales como la rata de laboratorio (cepa Wistar), bajo el esquema y en apego
estricto a las Normas Oficiales Mexicanas sobre cuidado y uso de animales de
experimentacién, que permitan dilucidar si la exposicion cronica al metilbenceno causa
alteraciones en las fases del suefio. Los hallazgos pueden ayudar a comprender el
mecanismo de accién en el sistema nervioso de aquellos individuos expuestos a tal

sustancia.
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HIPOTESIS

La exposicion cronica de metilbenceno altera los ciclos del suefio en ratas de la cepa wistar.
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OBJETIVOS

GENERAL

Determinar los efectos de la exposicion cronica de metilbenceno sobre los patrones del

suefio en ratas de la cepa Wistar.

ESPECIFICOS

Determinar la disfuncion que causa la administracion crdnica de metilbenceno en roedores
sobre los patrones del suefio.
Determinar el efecto de la administracion de metilbenceno sobre la actividad bioeléctrica

cerebral en ratas de laboratorio.
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bioeléctrica cerebral

e Material Bioldgico
Ratas de la cepa Wistar
e Farmacos
NaCL al 9%
Metilbenceno
Ketamina

Xilacina

e Material Para Bioterio
Luz
Lampara
Agua
Alimento en forma de Pellets
Cajas de policarbonato
Viruta de madera
Bebederos
Jabon neutro

e Material Para El Muestreo

Aparato de cirugia estereotaxico
Campo quirdrgico estéril
Tornillos quirtrgicos (3x5 mm)

Cemento acrilico

Electrodos bipolares de acero inoxidable

Acrilico dental

Jaula de acrilico individual

Camara de vidrio de cierre hermético

Hielo

MATERIAL
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e Material Para Consulta
Articulos cientificos
Internet
Base de datos (PubMed, Medline, Redalic y Scopus)
Programa Microsoft Office Excel, Word

Programa Estadistico Graphpad prism

METODOLOGIA

Numero de Animales y Localizacion

Se utilizaron 20 ratas Wistar macho de 30 dias de edad (peso promedio 95.5+30 g), las
cuales fueron distribuidas aleatoriamente en dos grupos, el G1 con inhalacion de aire, sin
administracion de tratamiento y el G2 con exposicion cronica a metilbenceno. Los animales
fueron alojados individualmente en el cuarto de manejo experimental o bioterio del
Instituto Nacional de Rehabilitacién. ElI manejo de los animales y las condiciones internas
del bioterio se adecuaron a los estandares de la NOM-062-1999 y de la “Guide for the care
and use of laboratory animals” (2011) (Olfert et al., 1993).

Dentro del bioterio se mantuvo un ciclo luz-oscuridad modificado de 12:12. De manera
automatica, la luz se encendi6 a la 8:00 horas y se apag6 a las 20:00 horas. Para la
iluminacion se utilizé una lampara con un foco de 60 Watts (si se requeria iluminacion
durante la fase oscura se utilizaba un foco de luz roja de 60 Watts). La temperatura se
mantuvo entre 20° y 26° C y la humedad relativa entre el 40% y el 50%. A los animales se
les proporciond agua potable ad libitum y pellets de Rodent Chow de la marca Purina ad
libitum, y se alojaron en cajas de policarbonato (45 cm de largo, 25 cm de ancho y 20 cm
de alto) con tapa de acero inoxidable y cama tipo viruta de madera de pino. La limpieza se
realizd 3 veces a la semana, lavando y desinfectando las cajas, bebederos y comederos con

agua y jabdn neutro, ademas de colocar viruta de madera limpia, agua y alimento frescos.
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Manipulacion

La limpieza de las cajas y la manipulacion de las ratas fueron realizadas por la misma
persona desde las cruzas hasta el término del experimento. Se evitdé en lo posible la
manipulacion de las crias y de la madre durante los primeros 10 dias postparto, ya que, si se
realizaba un manejo excesivo durante estos dias, la hembra podria matar a la camada, o los
sistemas neuroendocrinos de las crias se podian ver afectados (Bales et al., 2011). A los 11
dias post-nacimiento se les asigno un grupo a las crias machos y se marcaron sobre la cola
con plumones indelebles no toxicos. A partir del dia 30 de edad comenz6 la manipulacion

necesaria para el experimento.

Disefio experimental
Las 20 ratas macho fueron divididas de forma aleatoria en dos grupos, el primero de ellos
fue expuesto a inhalacion de aire y se le denomind grupo control, el grupo 2 fue sometido a

una exposicion cronica de metilbenceno a partir de los 30 dias post-nacimiento:

GRUPO | (CONTROL) GRUPO 2 (EXPERIMENTAL)

INDIVIDUOS 10 Ratas 10 Ratas
TRATAMIENTO Inhalacion de aire, sin Inhalacion de 0.15 g
administracién de Metilbenceno/100 g PV

tratamiento

Cuadro 2.- Tratamientos, grupo control y grupo experimental.

Exposicion a metilbenceno

Una vez al dia, los animales fueron expuestos a vapores durante un periodo de 15 minutos
al interior de una camara de vidrio cerrado herméticamente, cuya capacidad expresada en
volumen fue de 2,740 mL de aire mantenido a temperatura ambiente. La exposicion a los
vapores contenia 15,000 ppm de metilbenceno liquido, equivalente a 54-57 mg de
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metilbenceno de grado reactivo (Merck Co., México) por litro de aire. La concentracion de
metilbenceno deseada se obtuvo mediante la introduccion directa de 0,4 mL de
metilbenceno liquido en la cdmara usando una jeringa graduada (Castilla-Serna et al.,
1993).

Las ratas fueron expuestas cronicamente a los vapores de metilbenceno del dia 30 de edad y
hasta los 60 dias de edad, para dar un total de 30 dias de tratamiento. El procedimiento se

realiz6 a la misma hora del dia, entre las 8:30 am y las 9:30 am durante todo el tratamiento.

Registro poligréafico

Los procedimientos quirdrgicos que se realizaron en el experimento, se llevaron a cabo
siete dias antes de terminar con la exposicién inhalatoria de metilbenceno, a continuacion
se detallan; los animales incluidos en el grupo control G1 (n = 10) y los expuestos a
metilbenceno inhalado G2 (n = 10) fueron anestesiados con xilacina (Procin® 2%: 20 mg/1
mL) a una dosis de 10 mg/kg + ketamina (Anesket® 10%: 100 mg/1 mL) a una dosis de 50
mg/kg (figura 7). La combinacion de ambos medicamentos se administro por via

intraperitoneal.

Figura 7. Rata en la primera etapa de la anestesia general. Rata a la que se le administro un
coctel de anestésicos alfa adrenérgicos y especificos para receptores NMDA, la cual

permanecia en un cilindro por un periodo de 2 minutos
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Posteriormente fueron colocados en un equipo de cirugia estereotaxica (David Kopff
Instruments, Munich), el cual fue calibrado momentos antes de su uso de acuerdo a lo
establecido en el atlas de Paxinos y Watson, considerando el ancho, alto y la profundidad
(figura 8, 9). Las ratas fueron implantadas con electrodos bipolares de acero inoxidable
(Bore, diametro 0,010 pulgadas, recubierto 0,013 pulgadas, AM Systems, Inc., Carlsborg.
WA) en la region de la corteza sensorimotora derecha (2 mm de longitud) (figura 10, 11)
con la finalidad de realizar el registro electroencefalografico (EEG). Los electrodos cuya
longitud fue de 50 mm, fueron implantados en los musculos del cuello con el objeto de
realizar el registro electromiografico (EMG). Un tornillo implantado en el craneo sirvio
como punto de referencia. Los electrodos fueron soldados a miniconectores y asegurados al
craneo con acrilico dental. Siete dias después de la recuperacion postoperatoria, las ratas
fueron colocadas en una camara sonoamortiguada de registro con acceso libre a alimentos y
agua bajo condiciones de luz y oscuridad controladas (08:00-20:00 h), y sin restriccion de
los movimientos. Después de 5 dias de habituacion, se les realiz6 un registro del EEG
durante 24 h para cada condicion experimental Gi, n=10 (NaCl 0.9 %) y G n=10,

experimental (1.5 g/Kg de tolueno, i.p 15 min antes del registro).

Figura 8. Calibracion de equipo estereotaxico.
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Figura 9. Colocacion de roedor en equipo de cirugia estereotaxica. Se comenzo a debridar
la zona donde sera colocado el implante.

Figura 10. Proceso para implantacion de electrodos.
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Cuando los animales se acostumbraron a estas condiciones ambientales, se les realizé un
registro del EEG durante las primeras 24 horas para cada condicion experimental. En el
momento adecuado, los filtros poligraficos se ajustaron a rangos de entre 0,1 y 30 Hz para
EEG en el canal 1 y de 10 a 300 Hz para EMG en el canal 2. En algunos casos, fue
necesario usar filtros de linea. El papel usado para el registro poligrafico con tinta fue
ajustado a una velocidad de 30 cm/min para obtener registros por periodos de 1 minuto. Se
obtuvieron 1440 mediciones para cada una de las ratas incluidas en el estudio, debido a que

los registros fueron ininterrumpidos durante 24 horas.

S8 a3\ 0 = Ek =8 56 =6

Figura 11. Representacion esquematica de las diferentes regiones cerebralesanalizadas en
coordenadas del diagrama sagital. Pons, mesencéfalo, hipotdlamo y striatum (segun
Paxinos y Watson 1998).

El analisis de los registros poligréaficos se realizd de forma visual de acuerdo con los
métodos establecidos por Alfaro-Rodriguez y Gonzalez-Pifia (2005). La cuantificacion se
realizé por un investigador ajeno a los tratamientos (exposicion al aire vs. metilbenceno).

Los registros fueron clasificados como sigue:

Marco Antonio Salgado Valle 29



Efecto de la administracion crénica de metilbenceno sobre el patron del suefio y la actividad
bioeléctrica cerebral

A) Vigilia (V), caracterizada por desincronizacion del EEG. Durante la fase de
actividad, los EEG corticales mostraron un voltaje rapido y bajo. El EMG presento
amplitud alta con tono muscular elevado; mientras que los impulsos de las ondas
fueron rapidos. La conducta durante la vigilia incluyd; caminar, acicalamiento,
comer, y beber; los animales siempre tuvieron los ojos abiertos, incluso cuando
estaban quietos.

B) Suefio de onda lenta (SOL), caracterizado por la presencia de husos de suefio, ondas
lentas con un voltaje superior a 75 uV y una disminucién de la tension EMG. El
EMG fue pequefio en amplitud y los impulsos fueron lentos. Las ratas estuvieron
tranquilas con los ojos cerrados.

C) Suefio de Movimientos Oculares Rapidos (sMOR), caracterizado por
desincronizacion del EEG. Durante el SMOR, el EEG cortical mostré un voltaje
rapido y bajo. La amplitud de EMG se redujo casi a la isoeléctrica linea, lo que
indicé una pérdida total de tono muscular, y los impulsos fueron méas lentos que en
cualquier otra fase. La rata en posicion con la cabeza, el tronco en el piso y ojos

cerrados.

ANALISIS DE DATOS

Los valores expresados como promedio (mediaterror estandar de la media) fueron

estadisticamente comparados con una prueba T-student y un nivel de significancia p<0.001.
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LIMITE DE ESPACIO

El presente proyecto de investigacion se realizé en la Torre de investigacion del Instituto
Nacional de Rehabilitacion, Calz. México-Xochimilco 289, Col. Arenal de Guadalupe,
Delegacion Tlalpan, Cd. de México, México a 19°17'21” de latitud norte y a los
99°08'56"de longitud oeste.

; 5
78l6%enide Méxicof
5 ep Direccis

3 , v ‘:'" M | £ 7
Figura 12.- Ubicacién del Instituto Nacional de Rehabilitacion.
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LIMITE DE TIEMPO

Cuadro 3.- CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividades realizadas

abril

mayo

junio

julio

agosto

septiembre

Capacitacion
e Capacitacion y entrenamiento con el
uso de distintos equipos
Cirugia Estereotaxica
EEG

X X

Ejecucion de la fase experimental

Monitoreo del analisis

Determinacion de los parametros del suefio

Realizacién de EEG

X X| X| X

X X X| X

Andlisis Estadistico

x| X| X| X| X

Redaccién de Resultados

Redaccion de tesis

Tramites en el Departamento de Titulacion
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RESULTADOS

Efectos de la exposicion crdnica al metilbenceno sobre el suefio

Respecto al peso corporal de los animales, no se reportaron diferencias estadisticamente
significativas entre los animales del G1 vs. Gz. Los resultados mostraron que la exposicion
cronica al metilbenceno alter6 la organizacién de los patrones de suefio. EI metilbenceno
indujo una disminucién en el tiempo total gastado en estado de V y un aumento en el
tiempo total gastado en SOL.

Los animales expuestos a metilbenceno pasaron significativamente menos tiempo en el
tiempo total gastado en sMOR, permaneciendo despiertos durante las primeras 3 h
posteriores al final de los 30 dias de exposicién al metilbenceno. La cantidad de vigilia
disminuy6 progresivamente a lo largo de las 24 horas de grabacion del suefio. Lo cual
demuestra una inhibicion completa del tiempo total gastado en SOL durante las primeras 3
horas del dia (duracién de 189,16+12,8 min). Los patrones de suefio se recuperaron
progresivamente, con el tiempo total gastado en SOL reapareciendo en la segunda mitad del
dia de grabacién, cabe sefialar que los valores no alcanzan los niveles obtenidos en los
animales del grupo control al final de las 24 horas de grabacion de suefio (Cuadro 4).

El tiempo total gastado en SMOR fue el més afectado, pues se identificO una completa
inhibicion de éste durante las primeras horas después de la exposicién cronica del
metilbenceno. La recuperacion progresiva fue observada en las horas posteriores (latencia
de 365,17+24,50 min).

La exposicion cronica de los animales con el metilbenceno indujo alteraciones en los
patrones del suefio. Aunque se produjo una reduccion en la cantidad de suefio después de la
exposicion al metilbenceno, la inhibicion del suefio no fue completa porque el tiempo total
gastado en SOL estuvo a lo largo de las 3 h del registro respecto al G1 o control (latencia de
39,89+6,5 min). El despertar disminuyd en aproximadamente 20% en relacion con los
valores registrados en el grupo control, mientras que el tiempo total de SOL aumento 25%,

y el tiempo total de SMOR se redujo en un 37%.
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Cuadro 4. Pardmetros del suefio (promedia +E.E.M.) registrados durante 24 h (un dia) en
ratas con exposicion cronica a tolueno durante 30 dias.

Grupo 1 Grupo 2

Control Exposicion crénica al

(n=10) tolueno

(n=10)

V (min) 698.45+16.1 557.2+21.0*
SOL (min) 605.33+18.9 823.34+38.6*
SOL (duracion media; min) 7.25+0.60 8.15+0.65
SOL (estado latente; min) 39.89+6.5 189.16+12.8**
SMOR (min) 135.45+7.99 58.84+4.9*
sSMOR(frecuencia) 55.10+2.1 29.20+1.9**
SMOR (duracién media; min) 2.7+0.9 1.5+0.2*
SMOR (estado latente; min) 48.21+6.8 365.17+24.50**

V tiempo total de vigilia, SOL tiempo total de Suefio de Onda Lentas, SMOR tiempo total de suefio de

Movimientos Oculares Répidos.

Anadlisis estadistico con prueba t de student *p<0.01, **p<0.001.
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DISCUSION

Estudios previos han demostrado que el metilbenceno puede generar interrupciones en los
niveles de catecolaminas si se administra via endovenosa (Arito et al., 1985, Von Euler et
al., 1988). Sin embargo, hay algunas diferencias importantes que deben tenerse en cuenta
para analizar la relevancia de nuestros resultados. Arito et al. (1985) usaron animales cuya
administracion de metilbenceno fue intraperitoneal. Creemos que este tipo de
administracion no es coherente con la forma en que se produce la exposicion al
metilbenceno en el mundo real. EI metilbenceno esta presente en una amplia variedad de
productos industriales, como pinturas, barnices, esmaltes de ufias y algunos adhesivos.
También se usa en la fabricacion de gasolina y en procesos industriales de carbén. Por lo
tanto, el compuesto es inhalado principalmente por los trabajadores industriales siguiendo
un patron de exposicion cronico. Ademas, en algunos paises subdesarrollados, el
metilbenceno se usa como droga inhalable principalmente por jovenes adictos. Por lo tanto,
a diferencia de Arito, en este trabajo se administré metilbenceno por inhalacion para imitar
una forma comdn por la cual el metilbenceno ingresa al organismo.

En el caso de Von Euler et al. (1988), midieron monoaminas y estimaron niveles de
catecolaminas en terminales nerviosas, aunque usaron HPLC y midieron los niveles de
catecolamina a nivel de la corteza frontal y la sustancia negra, no realizaron ninguna
evaluacion sobre el efecto del metilbenceno y los patrones del suefio. Los resultados
obtenidos en el presente trabajo indican que la exposicion de animales a vapores de
metilbenceno de manera crénica, altera significativamente varias etapas de la vigilia y de su
comportamiento (reposo, temblor, abduccion de las patas traseras y cola levantada.

Los resultados de esta investigacion sugieren que los cambios en sSMOR no ocurren como
compensacion después de un aumento en los niveles totales de SOL, sino mas bien como el
resultado del desglose de los mecanismos que participan en la generacion y mantenimiento
del SMOR. Se ha propuesto que el SMOR es generado por neuronas colinérgicas localizadas
en la protuberancia, y moduladas por 5-HT (Kayama y Koyama 2003). En el estudio se
observd una disminucién significativa de PS en el suefio total durante el proceso de

grabacion y un aumento en SWS en ratas expuestas cronicamente a los vapores de
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metilbenceno. Estas ratas también mostraron altos niveles de 5-HT en la protuberancia. Se
ha propuesto que 5-HT esté relacionado con la regulacion del SOL (Steriade, 2004).

Est4 bien documentado que DA influye en la liberacion de acetilcolina (Stengard 1995,
Millan et al., 2007, Tan y Bullock, 2008). En suma, la privacion de suefio produce una
elevacion en el SOL relacionada con un aumento en los niveles de 5- HT (Alfaro-
Rodriguez et al., 2006, Senthilvelan et al., 2006ab). En el presente estudio, se identificd un
aumento en los niveles de 5-HT en regiones cerebrales con las mayores poblaciones
neuronales de células serotoninérgicas y un aumento en la cantidad total de SOL. Algunas
de las consecuencias sobre las alteraciones del suefio han sido previamente discutidas por
Oniani (1977). Ha analizado algunas consecuencias de las interrupciones del suefio en
humanos. Encontramos un aumento en 5-HT en la protuberancia con una disminucién
concomitante de este neurotransmisor en el hipotalamo. Estos resultados indican que los
mecanismos serotoninérgicos juegan un papel importante en algunos de los efectos de la
inhalacion de metilbenceno en ratas, pero no pueden explicar la ausencia del desarrollo de
la tolerancia posterior a la exposicion crénica al metilbenceno.

El hipotalamo es una estructura considerada como el sitio primario que los mamiferos
tienen como parte de la regulacién de su reloj circadiano y se sabe que esta bajo control
directo del sistema 5- HT (Glass et al., 2003). Por lo tanto, es probable que la velocidad del
metabolismo del metilbenceno difiera con diferentes tiempos de exposicion debido al ritmo
circadiano de la actividad oxidasa. Estos registros sugieren que el ritmo circadiano de la
actividad enzimaética es una de las causas de las diferencias circadianas en la susceptibilidad
a la toxicidad después de la exposicidn al metilbenceno (Pouzet, 2002).

La exposicion subcronica a 40 ppm de metilbenceno en ratas provocé la sensibilizacion a la
narcosis inducida por metilbenceno y al ruido, y disminuy0 la actividad en las crias. Ciertos
informes han proporcionado evidencia respecto a que los cambios adversos en las funciones
neuroconductuales y neuroquimicas pueden ser el resultado de alteraciones en la
transmision de DA y 5-HT (Berenguer et al., 2003, 2004). En relacion con nuestros

resultados, otros estudios han demostrado que la inhalacion de metilbenceno induce estados
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de comportamiento andmalos que se asemejan al sindrome serotoninérgico en ratas como el
reposo, temblor, abduccidn de las patas traseras, cola levantada, acicalamiento y rigidez.

El aumento del SOL y el déficit del SMOR observado en este estudio sugieren una mejora
de los procesos inhibidores gue inducen la excitacion después de la exposicién a solventes
como el metilbenceno. Nuestros resultados son congruentes con estudios que sugieren que
los resultados de sincronizacion EEG son el resultado de la activacion de la inhibicion de
las neuronas a nivel talamocortical (Steriade et al. 1990, Contreras y Steriade, 1995). La
exposicion crénica al metilbenceno induce cambios en los sistemas serotoninérgicos y
dopaminérgicos con consecuencias en el suefio y posiblemente en otras areas conductuales
como la memoria de trabajo (Wilkos¢ et al., 2010).

Se concluye que la exposicion al metilbenceno interrumpe el ciclo de suefio-vigilia al
afectar la respuesta catecolaminérgica en las areas cerebrales relacionadas con el suefio.
Estas observaciones tienen implicaciones importantes para la salud humana porgue el suefio
es relevante para el aprendizaje y la memoria. Es necesario realizar estudios adicionales
para dilucidar los mecanismos que subyacen a la alteracion del suefio en trabajadores y

personas joévenes que estan expuestas a tales solventes.
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GLOSARIO

NACL: por sus siglas, cloruro de sodio
EEG: por sus siglas Electroencefalograma
SOL: Suefio de Ondas Lentas

SP: Suefio Paraddjico

V: Vigilia

DA: Dopamina

NA: Noradrenalina

SHT:

5-HIAA: Acido 5-Hidroxindolacético
NMOR: Suefio sin movimientos oculares
MOR: Suefio paraddjico o suefio de movimientos oculares rapidos
SNC: Sistema nervioso central

EMG: Electromiograma

EOG: Electrooculograma

EKG: Electrocardiograma

RPSG: Registro Polisomnogréafico
EOGizq: Electrodos oculares, ojo izquierdo

EOGder: Electrodos oculares ojo derecho
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