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RESUMEN

El abuso de disolventes inhalables constituye un problema importante de salud publica en
México, la prevalencia de uso de al menos una vez en la vida entre los estudiantes menores
de 14 afios, es de alrededor de 3% en Michoacan y de 1% en México. En la mayoria de los
casos, los productos comerciales que son sujeto de inhalacion son mezclas complejas de
disolventes que contienen tolueno en mayor porcentaje, pero que también pueden poseer
otros disolventes de abuso como el benceno y el xileno. Existen reportes epidemiologicos
que indican que el consumo cronico de disolventes de abuso puede causar pérdida del
apetito; sin embargo, se desconocen los mecanismos involucrados en estos efectos. Uno de
los sabores detectados por el sistema gustativo es el umami (glutamato monosédico) y se ha
propuesto que los receptores glutamatérgicos pueden tener un papel importante en la
traduccion y percepcion del sabor umami, se desconoce si existe alteracion en la percepcion
del sabor umami debido a la exposicidén cronica a disolventes de abuso, por lo que el
objetivo del presente trabajo fue determinar si existen cambios en la ingesta de solucion de
glutamato en ratas expuestas de manera cronica a al solvente inhalable tolueno. Para lo cual
se procedid a exponer durante dos meses un grupo de ratas a tolueno y durante el
tratamiento se les determino la ingesta de solucion de glutamato 120 mM, el peso de los
animales y la ingesta de alimento. Los resultados muestran que las ratas expuestas al
disolvente incrementaron la ingesta de solucidon de glutamato, disminucién de peso y del
consumo de alimento. Estos datos apoyan la hipotesis de las alteraciones causadas por los

disolventes inhalables de abuso sobre la conducta alimentaria.
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ABSTRACT

Inhaled solvent abuse is a major public health problem in Mexico, the prevalence of use of
at least once in life among those younger than 14 years, is about 3% and 1% Michoacdn in
Mexico. In most cases, commercial products are subject to inhalation are complex
mixtures of solvents containing toluene at a higher rate, but may also have other abuse
solvents such as benzene and xylene. There are epidemiological reports indicate that
chronic consumption of solvents of abuse can cause loss of appetite, yet unknown
mechanisms involved in these effects. One of the flavors detected by the taste system is
the umami (monosodium glutamate) and has been proposed that glutamate receptors
may play an important role in the translation and umami taste perception, it is unknown
whether there is impairment of umami taste perception because Chronic exposure to
solvents of abuse, so the aim of this study was to determine whether there are changes in
the glutamate solution intake in rats chronically exposed to the solvent toluene inhalation.
To which we proceeded to exhibit for two months a group of rats to toluene and during
treatment were determined intake of 120 mM glutamate solution, the animal weight and
food intake. The results show that rats exposed to the solvent solution intake increased
glutamate, decreased weight and food intake. These data support the hypothesis of

disturbances caused by solvent abuse inhalants on feeding behavior.
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I.- INTRODUCCION
I.1. GENERALIDADES

Los inhalables son vapores o sustancias voldtiles a temperatura ambiente y son
administrados por inhalacion con el fin de alterar la conciencia y estado de animo sin
causar intoxicacion (Dinwiddie, 1994). El descubrimiento moderno de los efectos
intoxicantes de los inhalantes comienza con Sir Humphry Davy (1977), quien se
administrd 6xido nitroso asi mismo y a otros. Conforme se introdujeron otros gases

anestésicos, como el cloroformo y el éter, también se emplearon socialmente.

La inhalacion de substancias data de la Grecia antigua, donde una anciana invocaba el
don de la profecia al inhalar dioxido de carbono. Posteriormente se conoci6 el uso de
anestésicos con fines de recreacion. Los avances en la petroquimica llevaron a la
produccion de diversas sustancias, que posteriormente se utilizaron para diversos fines

(drogadiccion) en todo el mundo.

Estas sustancias provocan una euforia rapida muy similar a la producida por el alcohol, con
una excitacion inicial seguida por somnolencia, desinhibicion, aturdimiento y agitacion. Si
se inhalan grandes cantidades generalmente se puede producir anestesia. Generando

dependencia y sindrome de abstinencia cuando se suspende su consumo.

El hombre puede estar en contacto con estos compuestos en condiciones
laborales, por inhalacion voluntaria o intoxicacion accidental. Los niveles de exposicion
pueden ir desde unas cuantos partes por millon (ppm) hasta variar desde algunos minutos
hasta varias horas al dia, (Marjot, 1989). Encontramos una gran variedad de productos ya
que son de uso comercial, su posesion es legal, son baratos y la inhalacion de sus vapores
no se considera una conducta de alto riesgo. Convirtiéndolos en drogas de abuso de facil
acceso. El abuso de inhalables constituye un problema de magnitud mundial que repercute
en la salud publica, no solo porque afecta grandes grupos sociales, muchos de ellos
marginados, si no porque se presenta a edades muy temprana provocando grandes secuelas

para la salud, incluida la presentacion ocasional de muertes subitas. ya que también estos
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pueden encontrarse en el ambito laboral implicando a miles de trabajadores de la industria
tanto petrolera, quimica, las imprentas, gasolineras, pintores, carpinteros, zapateros, etc.

(Dinwiddie, 1994; Flanagan, 1994; Kosel et al., 1995).
Los inhalables se clasifican en 3 grandes categorias:
= Disolventes orgdnicos industriales:

Thinner, desengrasantes, gasolina, pegamentos, los disolventes para usos artisticos o
de oficina, incluyendo los liquidos correctores, los liquidos de los marcadores con

punta de fieltro y los productos de limpieza de los contactos electronicos. (NIDA).

= Los gases:

Los refrigerantes, aerosoles y anestésicos, los gases usados en productos caseros
incluyendo los encendedores de butano y los tanques de gas propano, los aerosoles
como desodorantes, sprays para el pelo, los gases anestésicos de uso médico, como

el éter, cloroformo, el alotano, y el oxido nitroso (gas hilarante).(NIDA).
= L os nitritos:

Los nitritos alifaticos, incluyendo nitritos ciclohexilico, el butilico y el amilico,
comunmente conocidos como “poppers” o “reventadores”. El nitrito amilico todavia

se usa para ciertos procedimientos de diagnostico medico.

Los nitritos volatiles frecuentemente se venden en pequefias botellas cafes con el
nombre de limpiador de videos, desodorante ambiental, limpiadoras de cuero, o

aroma liquida. (www.drogabuse.gov).

Los disolventes a su vez se clasifican en varios grupos de acuerdo con su estructura
quimica: hidrocarburos aromaticos (benceno, tolueno, xileno), hidrocarburos
halogenados, alifaticos, ciclicos, alcoholes, éteres, esteres, aldehidos, cetonas.

(Modificado de Ayres y Taylor, 1989).
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.2. SOLVENTES INHALABLES DE ABUSO

Los disolventes de abuso son sustancias organicas que poseen caracteristicas tales como:
son lipofilicas, volatiles a temperatura ambiente y producen depresion del sistema nervioso

central (SNC) cuando se administra a grandes dosis (GRASSO et al., 1984).

El consumo de droga de abuso tiene una gran importancia social. Entre los estudiantes
de ensefianza media y media superior en el Cuidad de México, la marihuana y los
inhalables eran las drogas ilegales de preferencia en 1976; el uso de estas dos drogas sufre
aumentos significativos de 1976 a 1978, siendo mayor el incremento en el consumo de

inhalables, que pasa a ser la droga de preferencia para grupos sociales marginados.

En 1976, el uso de los inhalables era propio de clases bajas, pero en 1980 se comenz6 a

consumir en igual proporcion entre estudiantes de todos los niveles sociales.

El abuso de inhalables constituye un problema de relevancia mundial (Lorenzana, 1985).
De acuerdo con estudios recientes, en estado unidos la prevalencia de uso de al menos una
vez en la vida entre los estudiantes de ensefianza de nivel media superior, es alrededor del
15%(NIDA). Esta cifra es de aproximadamente 5% en el D.F (Villatoro, 2001) y de 1% en
Meéxico de a cuerdo con la ultima en cuesta nacional de adicciones (ENA 2002) pero es
mucho mayor, de 22%, en la poblacion de los nifios que trabajan y/o viven en la calle

(Medina, 1995).

Los adictos a inhalables pueden llegar a exponerse a varios miles de partes por millon
(2000 — 30000 ppm) de disolventes volatiles en una sola sesién (Marjot y Mcled, 1989).
Esta situacion contrasta claramente con lo que ocurre en el campo ocupacional donde los
individuos se exponen por periodos largos a bajas concentraciones de disolventes (50 — 200
ppm; Arlien-Seborg, 1992). Se han hecho muchos estudios de los efectos de los disolventes
industriales tratando de reproducir la situacion de la exposicion ocupacional; sin embargo,
son pocos los grupos de investigacion que han llevado a cabo estudios controlados de

laboratorio de exposiciones cortas a altas concentraciones de disolventes.

10
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En la mayoria de los casos, los productos comerciales que son sujeto de inhalacién son
mezclas complejas de disolventes que contienen tolueno en mayor porcentaje, pero que
también pueden poseer otros disolventes de abuso como el benceno y el xileno (Arlien-
Seborg, 1992; Agency for toxic substances and disease registry [ATSDR], 1994; Balster,
1998). Es importante sefalar que todos los disolventes aromaticos tienen la capacidad de

producir dafos en el SNC (Larsen, 1988) y sistema nervioso periférico (SNP).

A pesar del gran numero existente de inhalables, no todos tienen los mismos efectos,
particularmente en lo que se refiere a su toxicidad: Algunos disolventes son toxicos para el
higado (cloro hidrocarburos), otros para el rifidon (tolueno), otros para los nervios periféricos
(hexano), otros para la sangre (benceno) y otros para el sistema nervioso (tolueno). Por ello,
es preciso distinguirlos e identificar al agente responsable del cuadro de abuso.

(WWW.mex.ops-oms.org.com).

Existen reportes que indican que los disolventes de abuso, al igual que el alcohol,
pueden producir pérdida del apetito, lo que se puede traducir en una disminucion en el peso
y desnutricion. El uso prolongado de la mayoria de las drogas de abuso puede desarrollar
cambios biologicos en el organismo, como lo es la aparicion de tolerancia y dependencia
fisica; con esto el consumidor tiende a incrementar la dosis para la produccion del efecto

deseado y tener un consumo continuo para evitar la aparicion del sindrome de abstinencia.
1.3 CARACTERISTICAS FARMACOLOGICAS DE LOS INHALABLES

Desde hace algunos afios se ha propuesto que los disolventes de abuso comparten un
perfil farmacoldgico con los depresores clasicos del sistema nervioso central (SNC)
(Echeverria et al., 1991; Evans y Balster, 1991), por lo que se les ha agrupado en esta
categoria junto con los barbittricos, las benzodiacepinas, los anestésicos y el etanol (Hobbs
et al., 1996). De acuerdo con estudios conductuales y farmacoldgicos, tanto los inhalables
como los depresores del SNC pueden producir auto administraciéon compulsiva, (Evans y
Balster, 1991), deterioro motor (Himnan, 1984), aumento en la actividad locomotora
espontanea (Bowen y Balster, 1998; Warren et al., 2000), ansiolisis (Lopez-Rubalcava et

al., 2000) y efectos anticonvulsivantes (Wood et al., 1984; Cruz et al., 2003).

11
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1.4 MECANISMOS DE ACCION DE LOS INHALABLES DE ABUSO

A pesar de su importancia, durante mucho tiempo se releg6 el estudio de éstas sustancias
como drogas de abuso. En una revision de 1994 todavia se afirma que el mecanismo de

accion de los inhalables es un misterio (Dinwiddie, 1994).

Basandose en los estudios que mostraron similitudes farmacoldgicas entre los
disolventes de abuso y los depresores clasicos del SNC (Evans y Balster, 1991), se
consideré importante establecer si existian mecanismos celulares en comun para estos
efectos. De esta forma, hace algunos afios se empezaron a estudiar los mecanismos de
accion a través de los cuales actian los inhalables (Dinwiddie, 1994; Balster, 1998),
tomando como punto de partida los mecanismos previamente reportados para el caso del
etanol. La teoria de Meyer y Overton (Meyer, 1899; Overton, 1901) se aplica al etanol y
los disolventes orgéanicos industriales, consideraba que los anestésicos tenian un mecanismo
de accioén inespecifico dado por su capacidad de penetrar la membrana y producir cambios
en su fluidez. Gradualmente, sin embargo, se acumularon pruebas en contra de que el

etanol actuara por este mecanismo.

Esta teoria tuvo validez durante mucho tiempo, sin embargo a finales de la década de 1980
se presentaron hipotesis alternativas. Allan y Harris (1986) reportaron que el etanol actiia
como agonista del receptor ionotropico GABA, en membranas de cerebelo de raton en
concentraciones menores (5-50 mM), que las requeridas para alterar la fluidez membranal.
Deitrich (1989) encontré que el etanol aumenta el flujo producido por GABA . Lovinger
(1989) estudio la accion del etanol sobre receptores inotrdpicos, demostrando que podian
tener selectividad para inhibir la funcion de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA)

en células del hipocampo en concentraciones relevantes para el ser humano.

Ese mismo afio (1989), Dildy y Leslie confirmaron lo observado por Lovinger mediante
estudios simultaneos empleando técnicas bioquimicas, analizando la potencia y selectividad
dl etanol para inhibir la conductancia de calcio en receptores NMDA. Como puede verse, el
etanol inhibe los receptores NMDA y nicotinicos y potencia los receptores GABA 4, glicina

y 5-HT3 en concentraciones 10 y 100 veces mayor que las del tolueno (ver tabla I).
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Parece ser una constante que el tolueno es mucho mas potente que el etanol. Fue en 1995
que Grant y Lovinger sugieren que el efecto del etanol se debia a la accion especifica sobre

un receptor, mas que a un efecto de fluidizacion lipidica (Lovinger, 1991).

A partir de entonces, se inicio la busqueda de nuevos blancos moleculares de accion y se
obtuvo informacion bastante compleja de los efectos celulares del etanol, que sirvié como
pieza clave en el estudio del mecanismo de accion de otros alcoholes, anestésicos y

disolventes (Paez-Martinez et al. 2003).

Tabla I. EFECTOS CELULARES DEL ETANOL Y TOLUENO SOBRE RECEPTORES.*El

RECEPTOR | ETANOL TOLUENO REFERENCIA
NMDA Inhibicion Inhibicion (Lovinger, et al. 1989).
GABA,4 Activa de la funcion. Activa (Allan y Harris, 1986).

GLICINA Activa de la funcion. Activa (Celentano, et al. 1988).
*NICOTINICOS | Inhibe. Inhibe (Aistrup, et al. 1999).
5-HT; Potencia la funcion. Potencia (Lovinger, 1994).
Ca* Inhibe canales de Ca™ Inhibe (Wang, et al. 1994).
activados por voltaje.

tolueno tiene un efecto inhibitorio sobre todos los tipos de receptores nicotinicos probados a la fecha (Bale et
al., 2002), mientras que el etanol tiene un efecto inhibitorio sobre algunos subtipos y excitatorio sobre otros

(Aistrup et al., 1999; Buck et al., 1999).

13



“PERCEPCION GUSTATIVA DEL SABOR UMAMI EN RATAS EXPUESTAS CRONICAMENTE A
TOLUENO”

I.5 RECEPTORES GLUTAMATERGICOS

En lo que se refiere a los disolventes de abuso, (Cruz y col. 1998 ; 2000) demostraron
que el tolueno, el 1,1,1-tricloroetano (TCE), el benceno y el xileno, a concentraciones de
aproximadamente 200 puM, inhiben la funcidon de los receptores NMDA expresados en

ovocitos de rana Xenopus laevis.

Se uso la técnica de expresion de receptores recombinantes en ovocitos; la cual consiste en
inyectar mRNA o cDNA para expresar las proteinas que conforman los receptores de
interés. De este modo es posible estudiar las corrientes idnicas activadas por la aplicacion
de un farmaco agonista mediante la técnica de fijacion de voltaje de dos electrodos (Aston-

Jones y Siggins, 1995).

Para los receptores glutamatérgicos se estudiaron los efectos de diferentes disolventes sobre
los subtipos de receptores NMDA (NR1/2B,NR1/2C) Y no-NMDA (GluR1,GluR1/GluR2,
y GluR6). El receptor NMDA del subtipo NR1/2B fue aproximadamente diez veces mas
sensible a los efectos inhibitorios de los disolventes que el subtipo NR1/2%(y en el caso del
tolueno, también que el NR1/2C). Hubo que corregir los resultados por la evaporacion de
los disolventes en las soluciones de registro, arrojando las siguientes concentraciones
inhibitorias al 50% (Clsp), para la inhibicion de los receptores NR1/2B: benceno, 0.23mM;
tolueno, 0.17 Mm; m-xileno, 0.21 mM; etilbenceno, 0.17 Mm; propilbenceno, 0.35 mM y
TCE, 0.18Mm. Determinandose que la inhibicioén producida por el tolueno, el mas potente
de los disolventes estudiados, es no competitiva y que los receptores no -NMDA (AMPA y
Kainato) no se inhiben a concentraciones superiores a 10mM. Estos datos sefialan que

existe un efecto diferencial sobre distintos subtipos de receptores glutamatérgicos.

14
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1.6 TOLUENO

El tolueno fue aislado por primera vez por Henri Etienne Sainte-Claire Deville en 1844
mediante destilacion seca. Su nombre deriva del balsamo de Toll un extracto aromatico del
arbol colombiano tropical Myroxylon balsamum. El tolueno (Fig. 1) es una droga de abuso
que se encuentra presente en gran cantidad de productos de uso domestico, lo cual la
convierte en una sustancia comercial cuya venta no tiene restricciones. Su uso ha

incrementado con el paso del tiempo.

sodieloF

Fig.1 Estructura del Tolueno (C¢HsCH3/C4Hg).

El tolueno es un liquido incoloro, de olor dulce muy caracteristico (agradable), menos
denso que el agua, inmiscible en ella pero miscible en la mayoria de los disolventes
organicos y en los aceites minerales, vegetales o animales. Sus vapores son mas densos que

el aire.

Excelente disolvente de grasas, ceras y resinas. Se puede comenzar a percibir su olor a
partir de una concentracion de 8 ppm y su gusto en el agua a partir de 0,4 a 1 ppm.
Reacciona violentamente con 0xidos fuertes, originando peligro de incendio y explosion.

En mezcla con el aire los vapores son explosivos en el rango de 1-7 %.

Se clasifica como un hidrocarburo aromatico; en su estructura contiene 6 atomos de
carbono con un atomo de hidrogeno por carbono, contiene 3 dobles ligaduras y varias
formas resonantes. Actiia a nivel molecular en receptores como el glutamato, GABA,

glicina y SHT;, 15
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El tolueno existe en forma natural en el petréleo crudo y en el arbol told. También se
produce durante la manufactura de gasolina y de otros combustibles a partir de petrdleo
crudo y en la manufactura de coque a partir de carbon. También estd presente en el humo
de los cigarrillos. Quimicamente se genera en la ciclodehidrogenacion del n-heptano en
presencia de catalizadores y pasando por el metilheptano. Ademds se obtiene como
subproducto en la generacion de etileno y de propeno. Es producido, principalmente, por
reformacion catalitica de las fracciones de petrdleo ricas en naftenos.La produccion anual

de tolueno mundialmente es de 5 a 10 millones de toneladas.

En cuanto a sus aplicaciones, el tolueno se adiciona a los combustibles (como
antidetonante) y como disolvente para pinturas (“Tinher”), revestimientos, caucho, resinas,
diluyente en lacas nitroceluldsicas y en adhesivos. Ademas es el producto de partida en la
sintesis del TNT (2,4,6-trinitrotolueno), un conocido explosivo. De igual modo, el tolueno

es un disolvente ampliamente utilizado en sintesis.

Es utilizado en combustibles para automdviles y aviones; como disolvente de pinturas,
barnices, hules, gomas, etil celulosa, poliestireno, polialcohol vinilico, ceras, aceites y
resinas, reemplazando al benceno. También se utiliza como materia prima en la elaboracion
de una gran variedad de productos como benceno, 4cido benzoico, fenol, benzaldehido,
explosivos (TNT), colorantes, productos farmacéuticos (por ejemplo, aspirina), adhesivos,
detergentes, monomeros para fibras sintéticas, sacarinas, saborizantes y perfumes

(Flanagan, 1994; Budavari, 1996).

Los inhalables se absorben con gran rapidez a través del aparato respiratorio,
permitiéndoles pasar directamente a la sangre, lo cual va a depender directamente del
volumen inspirado, la concentracion de tolueno en el aire y el tiempo de exposicion. Por el
alto poder liposoluble del tolueno, cruza con facilidad la barrera hematoencefilica,
alcanzando el SNC. También se distribuye en otros érganos ricos en lipidos como corazon,
higado y rifiones. La mayoria de las sustancias inhaladas se excretan por el aparato

respiratorio sin sufrir modificaciones.
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El resto de las sustancias son rapidamente metabolizadas por oxidacidon para convertirse en
acido benzoico, posteriormente es conjugado con glicina en el higado para ser excretado en
la orina como 4cido hipurico (Arlien-Seborg, 1992; ASTDR, 1994) menos del 20% de la
dosis de tolueno absorbido es excretado sin cambios. Sus metabdlitos tienen rangos muy
limitados de vida media, que van de 1 a 2 dias; asi mismo, el disolvente en sangre tiene una
vida promedio de poco més de 7.5 horas (RBL, 1992). Una vez absorbido, el tolueno es

desechado completamente de la sangre en 24 horas.

Dados su efectos sobre el sistema nervioso, la exposicion cronica a tolueno puede afectar la

percepcion del sabor umami, una de las modalidades del sistema gustativo.

1.7 SISTEMA GUSTATIVO

Todos los organismos, incluso los situados en el unico nivel de células, tienen la capacidad
de detectar los productos quimicos en el medio ambiente. La deteccion quimica es como la
probable evolucion de las necesidades de los organismos para detectar las fuentes de
alimentos y evitar los compuestos potencialmente nocivos. Organismos de del medio

ambiente: olfato y el gusto (Fig.2) (Medler, 2008).

Fig.2 Anatomia de las regiones implicadas en el sentido del gusto (Tomada de Soriano, 2007).

17



“PERCEPCION GUSTATIVA DEL SABOR UMAMI EN RATAS EXPUESTAS CRONICAMENTE A
TOLUENO”

El sentido del gusto desempefia un papel esencial en la eleccion de los alimentos y
la evitacion de los toxicos; ambos sentidos tienen un papel significativo en los placeres de
la comida. De hecho, el sabor de los alimentos se altera profundamente cuando el sentido
del olfato ésta deteriorado temporalmente durante un resfriado comun (Pocock- Gillian et
al., 2005; Brodal, 1998; Barlow, 1982). A través de éstos sentidos, las moléculas del medio
ambiente nos proporcionan una informacioén importante que utilizamos de forma constante
en la vida cotidiana (Kandel, 2001). Inician los cambios fisioldgicos necesarios para la
digestion y la utilizacion de los alimentos ingeridos. En muchos mamiferos el sentido del
olfato desempefia un papel adicional, despertando respuestas fisiologicas y de
comportamiento en relacion con los miembros de su misma especie. Los seres humanos
son menos diestros que muchos animales en la percepcion quimica, pero estos sentidos
contribuyen de forma considerable a los aspectos afectivos de la vida y sus funciones

pueden tener relevancia patologica (Kandel, 2001).

Los organos del gusto, tienen por mision el percibir y enviar al cerebro el sabor de
las cosas que introducimos en la boca. La lengua es el principal 6rgano del gusto. En toda
su superficie existen pequefias proyecciones llamadas papilas, que le confieren rigurosidad

(Pocock - Gillian et al., 2005; Brodal, 1998; Barlow, 1982).

En los mamiferos, la deteccion y la percepcion de las moléculas sépidas activan una
red neuronal que se extiende desde la lengua, el paladar, la faringe y la parte superior del
esofago hasta el extremo inferior de la corteza parietal pasando por el ntcleo del tracto
solitario y el ntcleo posterior del tdlamo, dos estructuras localizadas a nivel del tronco
cerebral. El primer elemento de este circuito de transmision, es un tipo de células epiteliales
especializadas denominadas células gustativas. Las células aqui son reagrupadas en
corpusculos formando las papilas gustativas (Guyton, 1996; Buck, 2000). La localizacién
de estas papilas en la lengua, corresponde a la zona de deteccion preferencial para los
cuatro sabores fundamentales, conocidos como, los sabores amargos, dulces, acidos y
salados a los cuales se anade el umami, o glutamato de sodio, una sustancia de uso corriente

en la cocina asiatica.
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Fig.3 Representacion de las células gustativas en la lengua. Las células gustativas se agrupan en
corpusculos para formar las papilas gustativas. Existen tres tipos diferentes de papilas con
localizaciones diferentes en la lengua ( www.nature.com).

Las papilas gustativas se dividen en tres clases diferentes en funcion de su morfologia:
caliciforme, foliada y fungiforme, y cada una de ellas estd constituida de un nimero
variable de corplsculos gustativos. Se distinguen igualmente cuatro tipos
morfologicamente diferentes de células gustativas al interior de cada corpusculo: las células
basales, obscuras (tipo I), claras (tipo II) e intermedias (tipo III). Las células basales son
pequefias células redondas localizadas en la base del corptisculo a partir de las cuales son
generadas todas las células gustativas (Buck, 2000). Las células obscuras, claras e
intermedias, en cuanto a ellas, se caracterizan por su forma bipolar. Estas células envian, en
efecto, sus prolongaciones hacia la cavidad bucal, donde ellas detectan los sabores de los
alimentos y hacia la base del corptisculo gustativo (Buck, 2000; Lindemann, 2001). A nivel
de esta region baja es que las células gustativas establecen los contactos sinapticos con las
fibras que las inervan (Buck, 2000; Lindemann, 2001). A saber, los nervios craneales VII

(facial), IX (glosofaringeo) y X (vago)(fig etc), donde las fibras trasportan respectivamente

las informaciones gustativas provenientes de la lengua, del paladar, del epiglotis y del

esofago. 19
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Fig.4 Vision transversal de las papilas caliciformes y la estructura detallada de los
corpusculos gustativos (Pocock- Gillian et al., 2005; Brodal, 1998; Barlow, 1982).

Todos los nervios que establecen contacto con sinaptico con las células gustativas
convergen a nivel de la region rostral del nucleo del tracto solitario localizado en el tronco

cerebral (Guyton, 1996; Buck, 2000).

Los mecanismos moleculares de transformacion de los estimulos gustativos se han
estudiado con ayuda de diversas técnicas experimentales de tipo electrofisioldgico,
bioquimico y de biologia molecular. Se ha podido comprobar que cada tipo de estimulo
gustativo se transforma mediante un mecanismo distinto (Kandel, 2001). El sabor
corresponde a la integracion de las sensaciones percibidas durante la masticacion de los
alimentos, en el sentido comun, esto se llama el gusto de un alimento. En efecto, el sabor
engloba la percepcion de los olores y los gustos (salado, amargo, etc.) liberados durante la
masticacion, ademds de las sensaciones producidas por la textura, la temperatura y la
astringencia (picante) de los alimentos. A nivel neurofisiologico, esta multiplicidad
percibida es la resultante de la estimulacion de tres sistemas sensoriales: el olfato, el gusto
y el tacto, que junto con el oido y la visidn, son los cinco sentidos de los que disponen los

mamiferos para tener una representacion del medio ambiente. 20
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En el area nutricional, una correlacion negativa se observa entre la severidad de la perdida
de la sensibilidad gustativa (disgusia), y los aportes caloricos (Kettaneh et al., 2002); y
ciertas formas de obesidad debido a un consumo anarquico de alimentos con alto contenido
energético al parecer se asocian a un disfuncionamiento de la percepcion gustativa
(Stolbova et al., 1999). También existe una asociacion entre los desordenes del gusto y la
depresion. Por una parte, los pacientes depresivos sefialan frecuentemente sensaciones
gustativas desagradables (Millar et al., 1989) y, por otra parte, un estado depresivo es

frecuente en los pacientes con disgueusia (Deems et al., 1991).

Ademas, ciertas patologias son acompafadas de agueusia y de anosmia en
particular la esquizofrenia, la enfermedad de Alzheimer y la anorexia mental donde la

disgusia se vincula a una carencia en zinc que afecta el gusto (Casper et al., 1980).

La percepcion de las moléculas odorantes y sapidas comienza en las células receptoras
especializadas a partir de las cuales la informacion, via diversos circuitos neuronales, se

transmite al cerebro.

En el sistema olfativo, el primer elemento de este circuito de comunicacion esta constituido
por las neuronas olfativas organizadas bajo forma de epitelio en la parte posterior de la
cavidad nasal. A partir de esta region la informacion es enviada al area olfativa de la
corteza cerebral de donde es transportada a diversas estructuras del sistema limbico que

modulan los efectos emocionales de los olores.

En el caso del gusto, la deteccion de las moléculas sapidas se efectiia gracias a las células
gustativas donde la estimulacion activa una red neuronal desde la lengua, el paladar y la
faringe hasta la extremidad inferior de la corteza parietal. Las redes neuronales utilizadas
por los sistemas olfativos y gustativos son diferentes, sin embargo, estos dos sistemas

trabajan en gran parte en sinergismo.

A nivel molecular, la deteccion y traduccion del gusto se efectiia por los intermediarios de

receptores localizados en la superficie de las microvellosidades de las células gustativas.
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En funcion de la naturaleza del sabor, el receptor activo pertenecerd, ya sea, a la
familia de receptores de tipo canal, en los cuales el sitio de union para el ligando y un canal
16nico forman parte de un mismo complejo macromolecular, o bien al tipo de receptores
enlazados a las proteinas G. En el caso anterior, la estimulacion del receptor activa una
proteina que tiene la particularidad de fijar el GTP, de alli su nombre de proteina G. Esta
proteina esta constituida de tres sub-unidades (a,p,y) capaces de activar diversos sistemas
de senalizacion intracelular. La deteccion y traduccion de los sabores salados y acidos se
efectian por los receptores de tipo canal mientras que los receptores acoplados a proteinas

G intervienen en la deteccion de los sabores azucarados, amargos de igual manera que el

umami.
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Fig.5 Mecanismos celulares que permiten la deteccion de las principales modalidades del gusto.

A continuacidon nos enfocaremos a describir particularmente los mecanismos de percepcion

del sabor umami.
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La palabra japonesa umami es utilizada para designar una sensacion gustativa
agradable diferente del sabor dulce, del salado, del acido, y del amargo. El sabor umami es
un sabor dominante en los consomes artificiales de pollo o en algunos extractos de carne.
Considerado como el quinto sabor de base, este es generado por las sales glutamicas,
principalmente por el L-glutamato monosodico (compuesto ampliamente utilizado en la
cocina asiatica) y por algunos otros aminoacidos y péptidos.

De sabor caracteristico en materiales naturales de las comidas, semejante como una
hierba marina, un pez bonito en polvo, y un hongo seco, que son frecuentemente usados en
las comidas tradicionales japonesas. Las substancias tipicamente umami son clasificadas en
dos grupos basadas en la estructura quimica, por ejemplo, L-[J-aminodcidos representados
por el GLU vy el otro 5'-ribonucleétidos representados por losina 5’-monofosfato (5'-IMP)
y Guanosina 5’-monofosfato (5'-GMP). El GLU libre es encontrado en muchas comidas
como es la marafian marina, queso, jamon crudo, y vegetales (tomate, semillas esféricas
verdes, maiz, asparagus, y brocoli). E1 5'-IMP es encontrado en bonito en polvo, pescado
seco, y carne, y el 5'-GMP en hongo seco (Takashi et al., 2008). Todas estas formas
originales de umami son amargas y por lo tanto obtienen sabor agrio y son menos solubles
en agua. En contraste, las sales de sodio de estas substancias muestran mas sabor umami sin
sabor agrio y son altamente solubles en agua. Por eso, las sales de sodio de las substancias
umami son generalmente usadas como ‘“condimentos umami” mundiales (Takashi et al.,

2008).

La participacion de una forma trunca en el N-terminal del receptor metabotropico del
glutamato de tipo 4 (mGluR4t), dentro de la percepcion gustativa del L-glutamato a sido
sugerida. Asi ha sido mostrado que este receptor estd presente dentro de las células
gustativas (Chaudhari et al., 1996), y que cuando son expresadas en las células CHO
(chinease hamster ovary) estas responden al L-glutamato dentro de una gama de
concentraciones correspondientes a las concentraciones observadas dentro de los estudios
de percepcion gustativa in vivo (Chaudhari et al., 2000).

Muy recientemente, Toyono y col. (2003) han estudiado la expresion dentro de las
papilas gustativas de los otros dos miembros del grupo III de los receptores metabotropicos
(mGluR) del glutamato: mGluR1 y mGIluRS. Si mGIuRS no estd expresado, mGluR1 esta

intensamente expresado, principalmente a nivel del poro gustativo. 23
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De hecho, utilizando un sistema de expresion in vitro, a sido mostrado que las
células que expresan la combinacion de los receptores TIRI+TIR3 responden a la
estimulacion por el L-Glutamate (Nelson et al., 2002 ; Li et al., 2002), y que la doble
inactivacion de la expresion de estos receptores In Vvivo, elimina completamente las
respuestas celulares y de comportamiento al sabor umami (Zhao et al, 2003).

Estos ultimos resultados sugieren muy fuertemente que la percepcion gustativa del

sabor umami recae unicamente sobre la combinacion de los receptores TIR1+T1R3.
La inactivacion del receptor metabotropica del tipo del glutamato, es seguido de una
disminucion de la concentracion del AMPc intracelular comprometiendo una elevacion de
la concentracién en iones Ca>", conduciendo esto mismo a la generacion de una sefial
eléctrica transmitida al sistema nervioso aferente.

Un mecanismo de transduccion intracelular del umami mete en juego la apertura o el
bloqueo de los canales i6nicos. Los receptores ionotropicos al L-glutamato (iGluR) estan
expresados en los tejidos gustativos. Los datos de electrofisiologia utilizando un inhibidor
de los iGluR, el N-méthyl D-aspartate (NMDA), han confirmado que estos estan
igualmente implicados en la percepcion del sabor umami (Linn and Kinnamon, 1999).
Estos receptores son similares a los canales catidnicos que, mientras estan abiertos, dejan
penetrar dentro de la célula gustativa iones sodio y calcio. Este influjo induce una
despolarizacion de las células gustativas conduciendo a la produccion de una senal eléctrica
dentro del nervio primario aferente.

Dado que los trastornos del olfato y del gusto rara vez constituyen una amenaza para la
vida, no recibe la atencion adecuada, sin embargo, estos trastornos pueden llegar a ser
frustrantes ya que afecta las facultades para disfrutar la comida, bebida y aromas, también
representa un riesgo para la salud ya que la capacidad de percibir sustancias quimicas y
gases potencialmente nocivos, estd alterada. Las alteraciones quimio sensoriales pueden
manifestarse como pérdida, disminucion, distorsion o, rara vez incremento de la
sensibilidad. La pérdida se denomina ageusia (gusto) o anosmia (olfato) y puede ser

completa o especifica para algin tipo de sabor u olor (Mattes, 2002).
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I1.- JUSTIFICACION

El tolueno es una molécula que se encuentra en varios productos de uso constante, sus
caracteristicas fisicas y quimicas han mostrado que es facilmente absorbido por el
organismo, causando efectos toxicos en funcion de su concentracion y el tiempo de
exposicion al mismo. También se ha propuesto que este solvente puede activar receptores
del tipo glutamatérgico a nivel del SNC, a nivel periférico no se conoce si la exposicion
cronica a tolueno modifica la ingesta del glutamato monosddico (umami) por lo cual

planteamos la siguiente:

I11.- HIPOTESIS

La exposicion cronica a tolueno modifica la ingesta de solucion umami.
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IV.- OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto producido por la exposicidon cronica a tolueno (6000ppm) sobre la

percepcion del sabor umami en ratas.

V.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estructurar un modelo experimental de exposicion cronica a tolueno sobre la

percepcion del sabor umami.

2. Evaluar la ingesta de solucion de glutamato monosddico en ratas expuestas a

tolueno en un régimen cronico.

3. Determinar los efectos de la exposicion cronica a tolueno sobre la morfologia y

numero de los corpusculos gustativos de la papila caliciforme.
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VI.- MATERIALES Y METODOS
V1.1 ANIMALES

Se utilizaron ratas macho adultas de la cepa Wistar de entre 300 y 400 g de peso corporal,
las cuales se mantuvieron bajo condiciones ambientales controladas de ciclos de luz —
oscuridad de 12 hr., cada uno, humedad relativa de 80% y temperatura de 20-24°C. Se
sometieron a un régimen nutricional ad libitum tanto de agua como de alimento purina

Chow.

Para este ensayo se conto con la medicion semanal de la ingesta de alimento, liquidos y
peso de cada rata, antes de ser sometido a la exposicion a solventes. Con la finalidad de

tener una base de datos con la cual ir comparando resultados.

Los procedimientos experimentales utilizados estan en acuerdo con el comité local de ética
y se siguen con las regulaciones de la norma oficial mexicana (NOM) para el uso y cuidado

de los animales de laboratorio (NOM-062-ZO0O-1999).

V1.2 INGESTA DE LIQUIDOS

Previo a la medicion de la ingesta de liquidos se les colocaron dos bebederos con agua para
que los animales se adaptaran a tomar indistintamente de las dos botellas. Posterior a la
adaptacién de los animales y un dia antes de la exposicion a los distintos solventes se
colocaron sobre la jaula dos botellas, la primera con solucion de Glutamato 120 mM y la
segunda botella con agua, la medicion se realizéd a las 24 horas posteriores a la colocacion

de las botellas, ésta medicion se realizd semanalmente durante un periodo de 8 semanas.
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V1.3 EXPOSICION A LOS SOLVENTES

Las exposiciones se llevaron a cabo en una camara de exposicion estatica sellada
herméticamente. Se introdujeron los animales por separado, en una de ellas la rata solo fue
expuesta al aire de un ventilador dentro de la cdmara. En la 2da se inyectd un volumen
determinado del disolvente equivalente a 6000 ppm., el cual se evapord y se homogeneizé
por ventilacion durante 30 min, después de 6 horas se realizo una segunda exposicion con
el método antes mencionado. Dichas exposiciones se realizaron diariamente por un periodo
de 8 semanas. Realizando las anotaciones respectivas de acuerdo a lo observado durante la

exposicion.
V1.4 CAMARA DE EXPOSICION

Esta camara esta constituida por una tapa que contiene en el centro, el puerto de inyeccion.
En su parte externa se encuentra unido, el motor de un ventilador cuyas aspas proyectan
hacia el interior de la camara.Bajo estas aspas encontramos una malla metalica, es ahi

donde por medio de un papel filtro administramos el disolvente.

Con la finalidad de que no sea una inhalacion directa, si no que sea disperso.
Aunado a esto evitamos la corrosion de la camara. La dispersion de los vapores se alcanza

en un tiempo menor a Imin y permanece constante los 30min de exposicion.

Fig.6 Camara de exposicion. 28
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V1.5 ECUACION DE NELSON

Esta ecuacion propuesta en 1971, fue necesaria para calcular el volumen de disolvente

necesario para las intoxicaciones.
V=[ (PM * Cppm * Vs)/d]*[P (10°)/RT]
Donde:
V= volumen de disolvente necesario para obtener la concentracion deseada expresada en
ml.
PM=peso molecular del disolvente en g/mol.
Cppm= concentracion deseada en partes por millon (ppm).
Vs= volumen de la caAmara de exposicion en litros.

d= densidad del disolvente en g/ml.

o
I

presion atmosférica (atm).

R= constante general de los gases (1 atm mol "' K ™).

—
I

temperatura absoluta °K.

V1.6 FARMACOS EMPLEADOS

El tolueno (J.T. Baker), fue utilizado como la droga de abuso de exposicion cronica. La
concentracion a la cual fueron expuestas las ratas fue de 6000ppm, concentracion elegida
ya que se ha observado que produce efectos conductuales claros en los animales pero con

una recuperacion total posterior. (Evans y Balster, 1991; Cruz et al., 2003 ).
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VIl.- RESULTADOS

En la figura 7.- muestra la ingesta de alimento a lo largo de las 8 semanas de
exposicion a tolueno, presentaron un consumo inferior de alimento comparado con el

grupo control.
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Fig.7.- Consumo de alimento durante las 8 semanas a la exposicion de tolueno.
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La figura 8. Muestra la comparacion de peso entre las ratas expuestas a tolueno y
las ratas control, mostrando las primeras en la 3, 6,7 y 8 semanas una disminucion

de peso en comparacion con las control.
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Fig.8 Peso corporal de las ratas tratadas cronicamente con tolueno durante 8 semanas de

exposicion.
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En la figura 9.- se observa el porcentaje de ingesta de glutamato monosodico
durante las 8 semanas de exposicion a tolueno. Se aprecia que las ratas del grupo
expuesto a tolueno ingirieron mayor porcentaje de solucion de glutamato en
comparacion a las control. Las semanas 1, 5 y 7 de exposicion no existe diferencia con
respecto al grupo control, y en la semana 0,2,3,4,6 y 8 existen cambios en el porcentaje

de ingesta del grupo tratado con respecto al control.
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Fig 9.- Porcentaje de ingesta de solucién glutamato monosddico durante las 8

semanas de exposicidon a tolueno.

32



“PERCEPCION GUSTATIVA DEL SABOR UMAMI EN RATAS EXPUESTAS CRONICAMENTE A
TOLUENO”

figura 10.- Numero de corpusculos gustativos de la papila caliciforme a las 8 semanas de
exposicion al Tolueno. Existe una disminucién del nimero de corpusculos gustativos en

la papila caliciforme de las ratas expuestas al Tolueno con respecto a su grupo control.
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Figura 10.- Porcentaje de la ingesta de solucién glutamato monosddico durante las 8

semanas de exposicion al tolueno.

La figura 11.-Muestran las fotomicrografias de la papila caliciforme de las ratas del
grupo control (A) y del grupo tratado con Tolueno (B), a diferentes amplificaciones, 10X
(fig. 11 (A Y B), 40X (fig.12 (A Y B) .Se puede apreciar que la papila caliciforme del grupo
expuesto al tolueno contiene menor numero de corpusculos gustativos (11 B) con
respecto al grupo control (11 A) en la amplificacion de 10X. A 40X se observan
irregularidades en la trinchera de la papila caliciforme del grupo expuesto al tolueno (12

B) comparado con el control (12 A).
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(A) (B)

Corpusculos
gustativos

Figura 11.Morfologia de la papila caliciforme de ratas del grupo control (A) y del grupo

CONTROL 10X TOLUENO 10X

expuesto (B). Objetivo 10x.

(A) (B)

Corpusculos Corpusculos
gustativos olistativng

Irregularidad

CONTROL 40X TOLUENO 40X

Fig 12.- Morfologia de la papila caliciforme de ratas del grupo control (A) y del grupo

expuesto con tolueno (B). Amplificacién 40x.
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VIII. DISCUSION

La exposicidon crdonica a solventes produce alteraciones neurolégicas como neuropatias
craneales con afectacion de los nervios trigémino y facial (relacionados con la percepcién
gustativa), encefalopatias, neuropatias periféricas entre otras [www.drogabuse.com].
Estas alteraciones se relacionan con cambios en la percepcién gustativa [Sanchez-Juan, Py
Combarros, 0. 2001], lo que podria explicar la modificacidn en la conducta alimentaria de
las ratas expuestas al tolueno y por ello presentaron disminucién en el consumo de
alimento, esto sugiere que el tolueno puede intervenir en los distintos receptores
encargados de la estimulacién del apetito y con esto afectar directamente en la
disminucion del peso corporal de las ratas como se mostré en la fig. 8. El peso es una
variable importante, estudios realizados en depresores del sistema nervioso central
demuestra que una de la evidencias importantes es la pérdida del apetito y esto conlleva a
una disminucidn de peso, ocasionando una desnutricién en los animales tratados
créonicamente con tolueno. Resaltando que el tiempo del tratamiento origina diferencias
significativas. El aumento en el consumo de la solucidn de glutamato en el grupo de ratas
expuestas cronicamente al tolueno comparado con las del grupo control apoya el efecto
del tolueno en la alteracion en la ingesta de alimentos y en un posible cambio en el
funcionamiento de los receptores, en este caso a los receptores glutamatérgicos tanto a
nivel central como a nivel periférico en la papila caliciforme, se requiere realizar
experimentos de biologia molecular, especificamente de RT-PCR para determinar si el
cambio es debido a alteraciéon en la expresién de receptores para el sabor umami
(glutamato monosdédico). En cuanto a la morfologia de la papila caliciforme los resultados
sugieren que la exposicidn crdénica al tolueno disminuye la densidad celular del corpusculo
gustativo y se promueven cambios hipertréficos de la papila caliciforme, probablemente
este efecto es derivado de la alteracidon en la innervacion de la papila caliciforme, para
determinar si efectivamente estan relacionados estos cambios con hipertrofia de los
nervios periféricos es necesario realizar técnicas de inmunohistoquimica para observar la

inervacién de la papila. 35
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En relacién a los resultados obtenidos con la reduccion del nimero de corpusculos
gustativos, podria estar relacionado el efecto con hipotrofia del nervio periférico, los
corpusculos gustativos se encuentran en constante recambio o regeneracién cada 10 - 15
dias y probablemente este recambio no se efectué ya que las células que promueven el

recambio estan disminuidas como se aprecia en la fotomicrografias.

IX.CONCLUSIONES

La exposicion crénica con tolueno altera la plasticidad de los corpusculos

gustativos en la papila caliciforme de la rata.

La exposicidn crdnica con tolueno, genera alteraciones conductuales, nutricionales,

y ocasiona variaciones en el peso de las ratas tratadas con tolueno.
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