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RESUMEN

El abuso de inhalables constituye un problema de magnitud mundial que
repercute en la salud publica, no sélo porque afecta a grandes grupos sociales,
muchos de ellos marginados, sino porque se presenta a edades tempranas y
provoca graves secuelas para la salud. Los inhalables de abuso se definen como
aguellas sustancias volatiles a temperatura ambiente que se inhalan para producir
un estado alterado de conciencia. Un reporte reciente sefala que la prevalencia de
consumo es mas alta en la Ciudad de México y que el tolueno (presente en
pegamentos, pinturas acrilicas y disolvente de pinturas) es el disolvente de
preferencia en la capital del pais. De acuerdo a estudios in vitro, se ha visto que el
tolueno incrementa la actividad de los receptores GABAa, con lo que se produce
un efecto depresor. Al observar el efecto de los disolventes en los usuarios y
gracias a estudios conductuales realizados con animales de laboratorio, se
estableci6 que los disolventes tienen acciones semejantes a los depresores
clasicos del Sistema Nervioso Central (SNC). Con base en ello se ha propuesto
que estas sustancias podrian compartir algunos mecanismos de accién y que
podrian tener efectos anticonvulsivantes, asi como que el tratamiento crénico con
disolventes de abuso, como el tolueno, podria producir tolerancia a dichos efectos,
al igual que lo que sucede con algunos depresores del SNC. Se usaron ratones
macho CD1 (25-35 g), se siguieron 3 protocolos experimentales: 1. Se administro
pentilentetrazol (PTZ, antagonista del receptor GABAa) i.p., a los ratones e
inmediatamente después se les colocdé de manera individual en una camara de
exposicion estatica durante 30 min, con el fin de hacer una curva dosis-respuesta
para determinar la dosis convulsionante 100. 2. (Pre-exposicion) Los animales se
expusieron al disolvente (tolueno 4000 ppm) o aire durante 30 min, una vez
transcurrido este tiempo se sacaron de la camara, se le administré el agente
convulsionante y se introdujeron en una segunda cadmara donde fueron expuestos
al disolvente o al aire durante 30 min. 3. (Crénico) Los animales se expusieron a
tolueno 4000 ppm o a aire durante 30 min, 2 veces al dia, por 60 dias y el dia 61
los animales evaluaron de acuerdo al protocolo de pre-exposicion. Se determiné
que la dosis convulsivante 100 de PTZ correspondi6 a 60 mg/kg. De acuerdo a los
resultados obtenidos en la exposicion aguda (pre-exposicion) se encontré que el
tolueno tuvo un efecto anticonvulsivante y de proteccion contra la muerte inducida
por PTZ, lo cual podria ser debido a una potenciacion de los receptores GABAA.
Por otro lado, el tolueno, en administraciones repetidas, perdié en parte su efecto
protector en contra de las convulsiones producidas por PTZ al aumentar el nUmero
de convulsiones clénicas en comparacion con los ratones de los experimentos de
la fase aguda, lo cual podria deberse, al menos en parte, a una regulacién en la
baja de los receptores GABAA,.



Facultad de Quimico Farmacobiologia

I. INTRODUCCION

1. INHALABLES

1.1. DEFINICION

El tolueno es un disolvente de abuso que pertenece al grupo de los
inhalables, los cuales se definen como aquellas sustancias volatiles a temperatura
ambiente que se administran por inhalacion con el fin de alterar la conciencia y el
estado de animo y asi alcanzar la intoxicacion (Dinwiddie, 1994).

El abuso de inhalables involucra la inhalacibn de una sustancia
directamente en su contenedor, colocando un trapo empapado en la materia sobre
la nariz y/o la boca o vertiendo la sustancia en una bolsa de plastico y respirando

los humos (Carrie y col., 2003).

1.2. CLASIFICACION

Existen muchas maneras de clasificar las sustancias quimicas que son
sujeto de abuso por inhalacion. Algunas veces se clasifican con base en su
estructura quimica y otras veces con base en su uso comercial. Sin embargo,
tomando en cuenta sus perfiles farmacolégicos comunes y sus efectos

conductuales pueden dividirse en tres grupos (Balster, 1998):

1.2.1. ALQUIL NITRITOS VOLATILES

El prototipo de éstos es el amil nitrito, el cual es usado en el tratamiento de
la angina de pecho. La mayoria de la evidencias sefialan que los efectos
vasodilatadores y relajantes del musculo liso son la base para el uso de estos
productos (Balster., 1998). Los nitritos también son usados comunmente durante
la actividad sexual por hombres homosexuales para tener una experiencia

relajante e intensificada en la actividad sexual (Goode y Troiden, 1979).

UMSNH 1
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1.2.2. OXIDO NITROSO

Es un anestésico gaseoso ampliamente usado (Balster, 1998). El abuso de
este anestésico esta reportado por profesionales de la salud y estudiantes
(Rosenberg y col., 1979). El 6xido nitroso es conocido como “gas hilarante” y se
ha encontrado que produce un perfil Unico de efectos (Dohrn y col., 1992).
También produce un patrén subjetivo y efectos en el comportamiento que difieren
de los producidos por concentraciones sub-anestésicas de anestésicos generales

volatiles (Zacny y col., 1994; Galinkin y col., 1997).

1.2.3. DISOLVENTES VOLATILES, COMBUSTIBLES Y ANESTESICOS

Es un grupo de inhalables de abuso muy diverso y quimicamente grande.
Los compuestos prototipo de esta clase incluyen al tolueno, el cual es
ampliamente utilizado como disolvente (Balster, 1998).

1.3. GENERALIDADES

El término inhalable se utiliza para describir una variedad de sustancias
cuya caracteristica principal es que, rara vez o nunca, son usadas por otra via que
no sea la inhalacion (NIDA, 2005). El abuso de inhalables constituye un problema
de magnitud mundial que repercute en la salud publica, no sélo porque afecta a
grandes grupos sociales, muchos de ellos marginados, sino porque se presenta a
edades muy tempranas y provoca graves secuelas para la salud, incluida la
presentacion ocasional de muertes subitas (Dinwiddie, 1994; Dreiem y col., 2002;
Kosel y col., 1995). Los disolventes se encuentran en productos de uso comercial,
Su posesion es legal, son baratos y la inhalacion de sus vapores no se considera
una conducta de alto riesgo (Paez y col.,, 2003). EI hombre puede entrar en
contacto con estos compuestos en condiciones laborales, por inhalacion voluntaria

y por intoxicacion accidental. Los niveles de exposicion pueden ir desde unas
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cuantas partes por millén (ppm) hasta varias decenas de miles de ppm durante
una intoxicacién voluntaria o accidental (Marjot y Mcleod, 1989).

De acuerdo con estudios recientes, en Estados Unidos la prevalencia de
uso, de al menos una vez en la vida entre estudiantes a nivel de ensefianza media
superior, es de alrededor del 15% (NIDA, 2002). En México, esta cifra es de
aproximadamente 5% en el Distrito Federal (Villatoro y col., 2001) y de 1% a nivel
nacional de acuerdo con la Encuesta Nacional de Adicciones (ENA, 2002), pero
es mucho mayor, de 22%, en la poblacién de los nifios que trabajan y/o viven en la
calle (Medina y Berenzon, 1995).

La mayoria de los individuos que experimentan con inhalables se inician en
esta practica debido a las siguientes causas:

e Curiosidad, que es intensa en nifios.

¢ Influencia de grupo, factor de gran peso en la iniciacién y mantenimiento del
consumo.

e Costo, el cual es un factor decisivo, ya que son baratos en comparaciéon con
otras drogas de abuso.

e Disponibilidad, debido a que se consiguen en establecimientos comerciales
o en el hogar.

e Conveniencia de manejo, ya que vienen empaquetados en forma sencilla y
practica, lo que evita sofisticados manejos para su administracion.

e Legalidad, la posesion de inhalables no se encuentra penada por lo que
resulta mas facil a los menores adquirirlos.

e Alteraciones del estado de animo, los efectos tanto euféricos como de
evasion de situaciones desagradables inducidos por los inhalables se han
reportado como placenteros.

Reportes de la literatura indican que uno de los disolventes de abuso de
mayor uso es el tolueno (Arlien-Soborg, 1992; ATSDR, 1994; Medina- Mora y col.,
1997; Balster, 1998). El tolueno se encuentra en productos comerciales como el
“thinner”, la gasolina, las pinturas en aerosol, pegamentos de plasticos. Se sabe
gue este disolvente causa dafio al cerebro (pérdida de la masa de tejido cerebral,

deterioro cognitivo, problemas con la marcha, pérdida de la coordinacién y del
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equilibrio, espasmos en las extremidades, pérdida auditiva y de vision), dafo al
higado y al rifion.

En México, el “thinner” se vende a granel en botellas de litro, sin etiqueta
gue indique su contenido. En realidad es una mezcla de disolventes; sin embargo,
por la escasez de materias primas, las formulas del “thinner’ dificilmente se
mantienen constantes, lo que da origen a la sustituciébn de sus componentes por
compuestos mas toxicos (Flowers, 2005).

La inhalacion deliberada de sustancias volatiles (inhalables) puede causar
dafios graves al sistema nervioso central y perturbar el desarrollo psicologico,
emocional y neurobioldgico (Balster, 1998; Kurtzman y col., 2001; Bowen y col.,
2006; Lubman y col., 2006). Muchos estudios de los efectos de los disolventes de
abuso se han hecho tratando de reproducir la situaciébn de la exposicion
ocupacional. Pocos grupos en el mundo han llevado a cabo estudios controlados
de laboratorio de exposiciones cortas a altas concentraciones de disolvente.
Existen todavia muchas preguntas por responder acerca de los mecanismos de
accion de estos farmacos, pero dado que las consideraciones éticas claramente
limitan los estudios en humanos, la mayoria de los estudios para la caracterizacion
de los efectos del abuso de inhalables se realizan por medio de la investigacion en
animales (Gauthereau, 2002).

1.4. MARCO LEGAL DE LOS INHALABLES

Los inhalables se engloban dentro de la Ley General de Salud como: “las
sustancias psicotropicas que carecen de valor terapéutico y se utilizan
corrientemente en la industria y que se determinaran en las disposiciones
reglamentarias correspondientes”. La Secretaria de Salud, para evitar y prevenir el
consumo de sustancias inhalables, dispone que se determinen y ejerzan medios
de control en el expendio donde se venden inhalables; que se establezcan
sistemas de vigilancia en los establecimientos destinados al expendio; que se
brinde atencién médica a las personas que hayan consumido inhalables y que se

lleven a cabo campafas permanentes de informacion y orientacion al publico para
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la prevencion de dafios a la salud provocados por el consumo de sustancias
inhalables.

Por otra parte, en el Cddigo Penal, los inhalables no se incluyen entre los
productos sancionados penalmente. Por lo tanto, la posesion o uso de inhalables
no son considerados como delito y lo Unico que puede imputarse al usuario es que
esta dafiando su salud y obligarlo a recibir tratamiento (Ley general de salud,

altima reforma, 2009).

1.5. FARMACOCINETICA

La via de administracion de los disolventes de abuso es inhalatoria. Los
inhalables se absorben rapidamente a través del aparato respiratorio, por la amplia
superficie pulmonar, pasando directamente a la sangre. Debido al alto poder
liposoluble que tienen las sustancias inhaladas, cruzan con facilidad la barrera
hematoencéfalica, alcanzando inmediatamente el sistema nervioso central (SNC).
Los efectos clinicos se observan inmediatamente y tienen una duracion breve.

El tolueno es rapidamente absorbido a través de los pulmones vy
ampliamente distribuido en el tejido graso, la mayoria del tolueno inhalado es
oxidado en el higado a acido benzoico conjugado con glicina en forma de acido
hipurico y con acido glucurénico en forma de benzoilglucéronido (Ayres y Taylor,
1989; Beningnus, 1981). ElI metabolito del tolueno que se produce en mayor
cantidad es el &cido hipurico, el cual es excretado en la orina. Este metabolito
puede ser usado como un marcador bioldgico de la exposicion a tolueno, tanto en
la sangre y como en la orina (Thiesen y col., 2007).

Casi todos los inhalables de abuso (con excepcion de los nitritos), producen
un efecto placentero al deprimir el SNC. La evidencia presentada por estudios
realizados en animales sugiere que éstos poseen efectos neuroconductales y
mecanismos de accién similares a aquellos producidos por los depresores del
SNC, entre los cuales se encuentra el alcohol y medicamentos tales como los

sedantes y anestésicos (NIDA, 2005).
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2. TOLUENO.

2.1. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

CH,

Tolueno

Figura 1. Estructura quimica del tolueno.

El tolueno, toluol, fenilmetano, metil benzol, metil benceno o mono metil
benceno (fig. 1), es un liquido incoloro con un olor fuerte a benceno, su solubilidad
en agua es 0.59 mg/ml a 25°C (Flowers, 2005). Su peso molecular es de 92.13
g/mol. Posee un densidad de 0.8669 g /cm®a 20 °C. Su punto de fusién es de -95
°C y el de ebullicion de 110.6 °C, su coeficiente de particion sangre/aire es de
11.2-15.6 a 37 °C y posee una presion de vapor de 28.4 mm Hg a 25 °C (Arlien —
Soborg, 1992; ATSDR, 1994).

2.2. USOS

El tolueno es un hidrocarburo aromético producido principalmente durante
la refinacion del petréleo (Cruz y Bowen, 2008) y es un constituyente natural del
aceite crudo (Cruz y Bowen, 2008). Es usado como aditivo en la mezcla de la
gasolina, incrementando el indice de octano, llegando a contener de un 5-7% de
tolueno (Cruz y Bowen, 2008). También es empleado en la produccion del
benceno y como disolvente en pinturas, tinta, adhesivos y limpiadores. Ademas,
es usado en la produccién de nylon, plasticos, y poliuretanos (Flowers, 2005). Se
encuentra ademas en productos de uso doméstico como el “thinner”, pinturas en

aerosol, pegamentos, tintas y barniz de uias (Arlien-Soborg, 1992; Flanagan,
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1994; Budavari, 1996). También esta presente en el humo de los cigarros,

absorbiéndose de 80-100 ug de este disolvente por cigarro.

2.3. FARMACODINAMIA

Un estudio realizado por Rea y col. en 1984, indica que el tolueno activa el
sistema dopaminérgico cerebral. Se ha demostrado que el sistema dopaminérgico
desempeiia un papel importante en los efectos gratificantes de muchas de las
drogas de abuso (NIDA, 2005). Al liberar dopamina, se produce una alteracion de
la conducta que se manifiesta en un deseo compulsivo de busqueda e ingestion
de la sustancia (Abbota, 1992). De acuerdo con estudios realizados, la inhalacién
de 1000 ppm de tolueno durante ocho horas aumenta el contenido de dopamina
en el tejido estrial en ratas (Read y col., 1984), lo mismo sucede cuando los
animales se exponen a 1000 y 2000 ppm de tolueno durante dos horas (Stengard
y col., 1994).

En el 2000 se evalu6 la participacion de los receptores GABAA Yy glicina
como posibles blancos moleculares de los disolventes de abuso (Beckstead y col.,
2000). El tolueno ejerce su efecto mediante un mecanismo doble, al inhibir la
estimulacion producida por la actividad normal de los receptores NMDA (Cruz y
col., 1998) y nicotinicos ( Bale y col., 2002) y al acrecentar la actividad de los
receptores GABA,, glicina (Beckstead y col., 2000) y 5HT3(Lopreto y col., 2003),
con lo que aumenta la inhibicion (fig. 2).
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Neurona presinaptica

Activa
(agonista)

(antagonista)

(agomista)

Neurona pestsinaptica’ lf)zga.lm efector

Figura 2. Mecanismo de accién del tolueno sobre diferentes receptores. 1. Sintesis del
neurotrasmisor (NT) (glicina, glutamato, serotonina, GABA y acetilcolina). 2. Almacenamiento del
NT en vesiculas. 3. Receptores postsinapticos (donde el tolueno actita como agonista o
antagonista de los diferentes receptores). 4. Receptores presinapticos o autoreceptores (AR), que
controlan la retroalimentacion. 5. Recaptura del NT desde la hendidura sinaptica. Tomada de
Fuentes y col., 2000.

2.3.1 COMPARACION DE LOS EFECTOS DEL TOLUENO Y DEL ETANOL

Las investigaciones recientes han demostrado que los disolventes de abuso
tienen un mecanismo de accion complejo muy similar al del etanol; esto no
deberia extrafiar, puesto que el etanol es también un disolvente, sélo que se
administra por via oral. En la tabla numero 1 se hace una comparacion de las
concentraciones efectivas en que el tolueno (el disolvente mejor estudiado a la
fecha) y el etanol ejercen sus efectos sobre varios sistemas de receptores. El
etanol inhibe los receptores NMDA Yy nicotinicos y potencia los receptores GABAa,

glicina y 5-HTj3, a concentraciones entre 10 y 100 veces mayores que las del
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tolueno. Aunque algunas de las diferencias podrian estar dadas por variaciones en
las condiciones experimentales, parece ser constante que el tolueno es mucho
mas potente que el etanol (P4ez y col., 2003).

Hay informes sobre las caracteristicas clinicas que produce la intoxicacion
aguda del tolueno desde la década de 1960 (Filley y col., 2004). Los signos y
sintomas de la intoxicacion por tolueno dependen de la intensidad, duracion y
frecuencia de la exposicion. Normalmente, las personas que han estado
expuestas a concentraciones altas de tolueno muestran signos semejantes a los
observados con la embriaguez, es decir, una excitacion inicial seguida de una
inhibicibn mas prolongada, mareos, pérdida de la coordinacion y estupor
(Eisenberg, 2003). Se han reportado casos de muerte subita en personas que
abusan de tolueno, en los que la asfixia fue descartada y la causa de la muerte fue
atribuida a las arritmias cardiacas (Agency for Toxic Substances and Disease
Registry, ATSDR, 2001). La exposicion repetida al tolueno se ha asociado con
déficits neuroldgicos que se manifiestan por falta de concentracién, pérdida
progresiva de memoria y disfuncion cerebelosa. Las pruebas de la encefalopatia
cronica de tolueno provienen de estudios clinicos e informes neuropsicoldgicos,
estudios de imagenologia y autopsias. En las personas que abusan de tolueno se
pueden producir, a largo plazo, dafios a la materia blanca del cerebro y deterioro
de las destrezas cognitivas, lo cual se correlaciona directamente con la gravedad
de la leucoencefalopatia. Basado en esto, el tolueno se considera una toxina para
la mielina (Filley y col., 2004). Otro efecto perjudicial del abuso crénico de tolueno
es la pérdida de la audicion, ya que destruye las células en el oido interno (Campo
y col., 1997). El tolueno actua en diferentes blancos moleculares, con variaciones
en la afinidad y en la eficacia. El tolueno, al igual que el etanol, es un depresor del
sistema nervioso central (SNC), ya que bloquea principalmente el sistema
glutamatérgico excitatorio, actuando como un antagonista no competitivo de los
receptores NMDA; basandose en su estructura molecular, se han identificado
varios subtipos del receptor NMDA y se ha visto que los canales formados por las
subunidades NR1 y NR2B son los mas sensibles al efecto inhibitorio del tolueno

(Cruz y col., 1998; Bale y col., 2005). En estudios con animales se ha demostrado
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que la exposicion prolongada al tolueno aumenta los niveles de los receptores
NMDA en el cerebro (William y col., 2005), un hallazgo que es coherente con lo
que se ha reportado para la exposicién prolongada al etanol, tanto en animales
como en humanos. Otro efecto del tolueno, del tricloroetileno y del 1,1,1-
tricloroetano es que aumentan la inhibicion de dos receptores acoplados a canales
ionicos : GABA, Y glicina (Beckstead y col., 2000). Otros receptores inhibidos por
el tolueno son los receptores colinérgicos nicotinicos formados por las
subunidades a4B. Yy a7. Este efecto también se ha visto con percloroetileno (Bale
y col., 2002; Bale y col., 2005). Lopreato y col. en un estudio en el 2003 informaron
que tanto el tolueno como el tricloroetileno mejoran la funcién del subtipo 3 del
receptor de la serotonina (5-HT3). Muchos de estos efectos se han estudiado in
vitro utilizando ovocitos de rana Xenopus laevis inyectados con DNA para que
expresen diferentes subtipos de receptores especificos (Bowen y col., 2005),
mientras que otros utilizan cultivos de tejidos de personas (Tillar y col., 2002). Por
otro lado, el tolueno también bloquea los canales de calcio (Tillar y col., 2002)
inhibiendo parcialmente el cruce de sus uniones, (Del Re y Woodward, 2005). No
es de extrafar que el tolueno, al igual que otras drogas de abuso, modula la
transmision de la dopamina, la cual tiene una accion relacionada con los efectos
de recompensa (Riegel y French, 1999; Riegel y col., 2007; Gerasimov y col.,
2002; Stergand y col., 1994). En resumen, el tolueno actla en diferentes blancos
moleculares con una eficacia que depende de la concentracion. Esto es similar a
lo que ha sido descrito para el etanol, otra droga de abuso depresora del SNC. En
comparacion, el tolueno resulta ser bastante mas potente que el etanol. Por
ejemplo, la concentracion efectiva 50 (CEsp) para bloquear los receptores NMDA
recombinantes expresados en ovocitos es de 0.17 mM para el tolueno y de 100
mM para el etanol. En la misma preparacion experimental, el rango de
concentracion eficaz para aumentar la funcion del receptor GABAa es de 0.2-0.9

mM para el tolueno y de 50-40 mM para el etanol.
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Tabla. 1. Comparacion de las potencias del etanol y el tolueno. Tomada de Paez-Martinez y col.,

2003.
Receptor Efecto Tolueno Etanol Preparacién
NMDA Disminuye Clsp-0.2 mM (Cruz y 1. Cls-100 mM (Mirshaity 1. Ovocitos.
col., 1998) Woodward, 1995).
2. Cls-30 mM (Lovinger y 2. Neuronas
col., 1989). hipocampales.
3.  Clso-146 mM (Wirkner y 3. Neuronas
col., 2002) corticales en
cultivo.
GABAA Aumenta "0.2-0.9 mM 1. 50-400 mM (Mihicy col.,, 1. Ovocitos
(Beckstead 'y col., 1994).
2000) 2. 1550 mM (Allan y 2. Membranas de
Harris, 1986) cerebro de ratén.
3. 20-50 mM (Suzdak y 3. Sinaptosomas.
col., 1986).
4. 50 mM (Ticku y col, 4. Neuronas de la
1986) médula espinal.
5. 10-50 mM (Weiner y 5. Neuronas
col., 1994). hipocampales.
GLICINA Aumenta "0.2-0.9 mM 1. 10-200 mM (Mascias y 1. Ovocitos.
(Beckstead 'y col., col., 1996).
2000) 2. 50 mM (Celentano y 2. Neuronas
col., 1988). espinales de pollo.
3. 1-200 mM (Aguyo y col., 3. Neuronas
1996). espinales de raton.
NICOTINICOS  Disminuye Disminuye az, 0482 1. Disminuye a; 5-100 mM 1. Ovocitos
* "0.2-2 mM (Bale y col., (Cardoso y col., 199; Yu
2000). y col., 1996).
Clso= 1.1 mM (Bale y 2. Aumenta a8, 30-300 2 Neuronas
col., 2000). mM (Lovinger y Zhou, hipocampales.
1994)
5-HT; Aumenta <1 mM (Lopreato y 1. 50-200 mM (Machu y 1. Ovocitos.
col., 2003) Harris, 1994)
2. 25 -100 mM (Lovinger, 2. Células de
1994). neuroblastoma.
3. 10-100 mM (Lovingerdy 3. Rec. 5-HT;
Zhou, 2002). transgénicos  en
células renales.
CANALES DE Aumenta Clyx= 0.02 1. Disminuye 25 mM 1. Células de
CA™ mM (Tillar y col, 2002). (Mullikin, 1993). feocromocitoma.
Disminuye 0.01-0.03 2. Disminuye 10-50 mM 2. Neurohipdfisis de

mM (Westerink y col.,
2002).

(Wang y col., 1994)

rata.

*El tolueno tiene un efecto inhibitorio sobre todos los tipos de receptores nicotinicos probados a la fecha (Bale y col., 2002),
mientras que el etanol tiene un efecto inhibitorio sobre algunos subtipos y excitatorio sobre otros (Aistrup y col., 1999;
Cardoso y col., 1999).
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2.3.2 EFECTOS NEUROFARMACOLOGICOS DE LOS INHALABLES

2.3.2.1 EFECTOS A NIVEL CELULAR

En comparacion con otras drogas de abuso, se conoce relativamente poco
sobre los efectos neurofarmacolégicos del uso indebido de inhalables. Sin
embargo, durante la ultima década se han llevado a cabo muchos estudios
preclinicos sobre los efectos de la exposicion aguda a inhalables en los animales
adultos (Bowen y col.,, 2006). Aunque los perfiles psicofarmacoldgicos de los
inhalables son diferentes, cada vez hay mas pruebas que indican que actuan
sobre blancos moleculares comunes. La mayoria de los efectos sobre la conducta
se producen a concentraciones micromolares de inhalables y esto parece estar
respaldado por cambios en la actividad del receptor y/o de los canales i6nicos de
membrana (Bowen y col.,, 2006). Sin embargo, a altas concentraciones de
disolventes, pueden producirse interacciones no especificas debidas a cambios en
la permeabilidad membranal. (Bowen y col., 2006 ).

La exposicion aguda a disolventes como el tolueno, benceno, etilbenceno,
propilbenceno, m-xileno y el 1,1,1 tricloroetano parecen producir la inhibiciéon de
los receptores NMDA, observandose la mayor inhibicién con la combinacion de las
subunidades NR1-NR2B (Cruz y col., 1998; 2000). Cruz y col. (1998), informaron
qgue el tolueno produce una inhibicion rapida, no competitiva, casi completa y
reversible de las corrientes catidnicas a través de los receptores NMDA, utilizando
receptores recombinantes expresados en ovocitos de Xenopus (Clsp= 0.17mM).
Este efecto no fue debido a cambios inespecificos de la membrana ni a
alteraciones en la integridad membranal, ya que ésta fue afectada solamente a
altas concentraciones (> 20 mM). Bale y col. (2005) demostraron de manera
similar que, en neuronas cultivadas de hipocampo de rata expuestas a tolueno, se
produce la inhibicion aguda de los receptores NMDA (ICso= 1.5mM). Sin embargo,
también examind la exposicion al tolueno de una manera semi-crénica (4 dias) y
observé un aumento del receptor NMDA con una respuesta en la disminucién del
receptor GABA. En paralelo, las subunidades del receptor NMDA (NR2A y NR2B)
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fueron sensibilizadas (Bale y col., 2005). En conjunto, estos hallazgos podrian ser
compatibles con un estado de hiper-excitabilidad de los receptores
glutamatérgicos después de terminada la exposicion crénica, una situacién que se
asemeja a la producida durante la abstinencia al alcohol (Chen y col., 1999).
Existen estudios que indican que la inhalacion de tolueno (575 ppm) en ratas
alcanza una concentracién de 18 ppm en los cerebros. (Benigno y col., 1981), lo
gue sugiere que aproximadamente el 3% de la dosis inhalada accede al cerebro
en las condiciones empleadas. Por consiguiente, en preparaciones in vitro, una
Clsp de 1.5mM (como se describié anteriormente) equivale a una exposicion
inhalada de aproximadamente 4600 ppm (el peso molecular del tolueno es de
92.13 gmol™), lo cual es coherente con las concentraciones inhaladas por la
mayoria de los humanos que abusan de estas sustancias.

Por medio de la expresién de subunidades de receptores en ovocitos de
Xenopus , se ha visto que la administracion aguda del tolueno (0.3-2 mM) produce
un incremento en la actividad de los receptores GABAa (a1B1), glicina (ai1) y 5HT3
(Beckstead y col., 2000; Lopreato y col., 2003). También hay evidencia de que el
tolueno y el percloroetileno inhiben los receptores colinérgicos nicotinicos (en
particular receptores formados por las subunidades a4, asB. y a;) (Bale y col.,
2002; 2005). Ademas, se ha visto que la exposicién aguda a tolueno regula los
receptores muscarinicos del hipocampo (Tsuga y Honma, 2000). Curiosamente, el
tolueno (0.5 mM) inhibe los canales dependientes de calcio-potasio y los
acoplados a proteina G, dentro de los ovocitos mediados por corriente, un efecto
gue es opuesto al etanol dentro de este sistema (Del Re y col., 2006). Aunque los
experimentos en ovocitos son dificiles de comparar con las investigaciones in vivo,
la concentracion efectiva de tolueno coincide en los estudios tanto en animales
como en seres humanos (Benigno y col., 1981; Garriotty y col., 1981). Los trabajos
recientes en los sistemas de expresion celular sugieren que el tolueno interrumpe
la actividad de numerosos canales idnicos dependientes de voltaje (Tillar y col.,
2002; Cruz y col.,, 2003; Gauthereau y col., 2005), la sefalizacion del calcio
(Westerink y Viverberg, 2002), ATPasas (Calderén- Guzman y col., 2005) y las
proteinas G (Tsuga y col., 1999; Tsuga y Honma., 2000). Sin embargo, se
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necesitan mas investigaciones para determinar las consecuencias conductuales

de estos hallazgos.

2.3.2.2 EFECTOS NEUROFARMACOLOGICOS: LA EXPRESION DEL
RECEPTOR/NEUROQUIMICA

La exposicion cronica a tolueno tiene un sinnimero de efectos en la
quimica del cerebro y en la expresion de receptores. Por ejemplo, una exposicion
a 80 ppm de tolueno, 6 horas al dia, 5 dias a la semana durante 3 meses provoco
una reduccion en la corteza orbital vinculada con neurotensina[*H] , pero aumenté
en la unién accumbal vinculada con la [°H] etorfina de los receptores opiaceos
(Von Eulery y col., 1988). Mas recientemente, la exposiciéon aguda a tolueno
demostré incrementar la proteina del receptor p opioide en los ndcleos del tronco
cerebral, incluida la parte dorsal y la gris periacueductal (Saracibar y col., 2001).
Por otro lado, en un estudio donde se administraron 7 inyecciones diarias de
tolueno (600 mgkg™ i.p.) a ratas, aumentaron los niveles de dopamina y de
serotonina en los ganglios basales (Riegel y col., 2004).

Williams y col. en el 2005 expusieron ratas a tolueno (8000 ppm) durante
10 dias (30 min al dia) y demostraron que aumentaban las subunidades de los
receptores NR1 y NR2B en la corteza prefrontal media y las subunidades NR2B
en el nucleo accumbens, lo que sugiere un aumento en la excitabilidad neuronal
debido a la exposicién prolongada al disolvente. La exposicion crénica a tolueno
también provocOé un aumento de los niveles de la subunidad a1 del receptor
GABAA en la corteza prefrontal media, pero la expresiéon disminuyé en el
mesenceéfalo ventral (Williams y col., 2005). Aunque tales investigaciones ponen
de relieve el potencial de dafio neuronal excitotoxico debido a la exposicion
cronica a inhalables, la mayoria de los estudios en humanos han reportado dafios
en las estructuras de la materia blanca y el componente lipidico de la vaina de
mielina (Rosenberg y col., 1988; Filley y col., 2004). Sin embargo, los mecanismos
celulares de este dafio toxico siguen siendo desconocidos. Los estudios en

animales que han intentado dilucidar los mecanismos fisiopatol6gicos que causan
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encefalopatia por la exposicion a tolueno, tienden a sugerir que la gliosis y la
activacion de los astrocitos en la sustancia blanca, en contra de la muerte
neuronal, son los principales mecanismos responsables (Huang y col., 1992, 1993;
Gotohday col., 2000). De acuerdo con esta idea, Aydin y col. (2003) utilizaron
espectroscopia de resonancia magnética para demostrar que los niveles de N-
acetilaspartato disminuian (un metabolito producido dentro de las mitocondrias
neuronales que refleja la densidad neuronal y la viabilidad funcional) y aumentaba
el mioinositol contenido en una muestra de consumidores cronicos de inhalables.
Estos hallazgos sugieren que el abuso de inhalables no causa desmielinizacion
activa o ruptura de la membrana neuronal, sino que puede conducir a una

viabilidad funcional afectada como resultado de la lesién axonal difusa.

2.3.2.3. EFECTOS DE LOS DISOLVENTES SOBRE EL SISTEMA
DOPAMINERGICO.

Las actividades que aseguran la supervivencia inmediata del individuo
(comer y beber) y la supervivencia a largo plazo de las especies (actividad sexual
y conducta maternal), son percibidas, al menos en mamiferos, como conductas
placenteras. El sistema neuronal implicito en estas conductas es el sistema
mesolimbico dopaminérgico. Se le denomina asi, al circuito formado por una red
neuronal que involucra varios nucleos cerebrales, entre los que destacan el area
ventral tegmental, el ndcleo accumbens y la corteza prefrontal. Este sistema actia
produciendo un aumento en la liberacion de dopamina; la mayoria de las drogas
de abuso activan este sistema, lo cual lleva a una alteracion de la conducta, que
se manifiesta en un deseo compulsivo de busqueda e ingestion de la sustancia
(Abbott, 1992).

De acuerdo con estudios realizados por Rea y col, (1984) la inhalacion de
1000 ppm de tolueno durante ocho horas aumenta el contenido de dopamina en el
tejido estriatal en ratas; lo mismo sucede cuando los animales se exponen a 1000

y 2000 ppm de tolueno durante dos horas (Stergard y col., 1994). Segun otros
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trabajos, la administracion de 3000 ppm de tolueno también produce un aumento
de dopamina en la corteza prefrontal, pero no en el nacleo accumbens.

Aunque aun no se conocen los mecanismos que intervienen en el aumento
de la liberacion de dopamina tras la exposicién a disolventes, se ha sugerido que
éste se puede asociar con una accion directa del tolueno sobre las neuronas
dopaminérgicas (Riegel y French., 1999) o con la potenciacion sobre los
receptores GABAa (Beckstead y col., 2000).

2.3.2.4. EFECTOS DE LOS DISOLVENTES SOBRE LA FORMACION DE
RADICALES LIBRES.

De acuerdo con algunos investigadores, la formacidon de especies reactivas
de oxigeno podria ser parte de los mecanismos de accién responsables de los
efectos crénicos de algunos disolventes, como la produccion de dafo cerebral y
hepético. En este sentido, se encontrdé que la administracion i.p. de tolueno y de
sus metabolitos: benzil alcohol y benzaldehido, produce una elevacion de la
frecuencia de formacion de especies reactivas de oxigeno en el higado y en el
cerebro (Mattia y col., 1993). Con base a estos antecedentes, se propone que la
formacién de especies reactivas de oxigeno puede contribuir al desarrollo de
encefalopatia tdxica cronica después de la exposicion a disolventes (Dreiem y col.,
2002).

2.3.2.5. EFECTOS DE LA EXPOSICION PRENATAL A DISOLVENTES

Estudios con humanos y animales de laboratorio muestran que la
exposicion a disolventes produce efectos teratogénicos. En muchos casos se
reporta que el patréon de malformaciones es similar al producido en el sindrome
alcohdlico fetal (Wilkins, 1997). En estudios realizados en mujeres, los principales
efectos producidos por la exposicion maternal a disolventes son: muerte perinatal,
retardo en el crecimiento fetal, nacimiento prematuro, bajo peso al nacer y

anormalidades craneo-faciales. Asimismo, siguiendo la evaluacion pediatrica, se
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ha encontrado retardo en el crecimiento y el desarrollo y trastornos en los
procesos cognitivos, el lenguaje y las habilidades motoras (Arnold y col., 1994;
Barroso y col., 1991; Donald y col., 1991; Pearson y col., 1994; Wilkins, 1997). En
estudios realizados en animales, se ha observado disminucién de peso al nacer,
anormalidades esqueléticas ocasionales, retardo en el desarrollo neuroconductual
y alteracion en las estructuras cerebrales fundamentales para el desarrollo de
habilidades locomotoras y de nado (Donald y col., 1991; Jones y Balster, 1998;

Lorenzana y Salas, 2000; Lorenzana y Salas, 1985).

2.4. EFECTOS CRONICOS DE LOS DISOLVENTES

2.4.1. TOLERANCIA, DEPENDENCIA Y SENSIBILIZACION

La administracion repetida de drogas de abuso en animales de laboratorio
puede producir tolerancia y dependencia fisica. Se define como tolerancia a la
disminucién del efecto de un farmaco en administraciones repetidas o a la
necesidad de usar dosis cada vez mayores para obtener el efecto inicial. Se
conoce como sensibilizacién o tolerancia inversa al fenbmeno que se produce
cuando la administracion repetida de la misma dosis del farmaco no disminuye el
efecto, sino que lo intensifica (Goudi y Emmett, 1989). La dependencia fisica se
describe como un estado adaptativo que se produce cuando se deja de
administrar la droga y que se caracteriza por la presentacion de un sindrome de
abstinencia especifico (Martinez y col., 2003). En la literatura aparecen soélo
algunos reportes de los efectos producidos por la administracion repetida de
disolventes de abuso a animales de laboratorio. Por ejemplo, en un estudio se
compard el efecto hipndtico del tolueno tras una exposicion aguda y una
exposicion cronica, encontrando que la exposicion cronica a tolueno aumenté la
latencia de presentacion del efecto hipnético en comparacién con la latencia
observada tras la exposicion aguda (Lorenzana y Salas, 1990). También se han
realizado estudios que analizan el efecto de la exposicién cronica de diferentes

disolventes en los modelos de conducta operante. En general, se ha reportado
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que el tolueno, el TCE vy el tricloroetileno, tras un tratamiento agudo, disminuyen
el desempefio de los animales en esta prueba. Sin embargo, cuando se
administran con una frecuencia cronica, el desempefio de los animales mejora
significativamente (Bushnell y Oshiro, 2000; Moser y col., 1985; Rees y col., 1989).

Por otro lado, Arito y col. (1985) administraron tolueno por via i.p. en forma
aguda y crbnica y observaron diferentes conductas, tales como la actividad
locomotora y la ingesta de liquidos. En todos los casos encontraron que la
administracion cronica de tolueno producia efectos mayores que la administracion
aguda.

Soélo se dispone de un par de reportes sobre la dependencia fisica
producida por la administracién repetida de disolventes como el TCE vy el tolueno.
En el primer estudio se expuso a ratones a TCE (500 a 4000 ppm) de manera
continua durante cuatro dias. La supresion de la administraciéon del disolvente
produjo convulsiones inducidas al sujetar a los ratones por la cola. La reexposicion
de los animales a TCE durante el periodo de abstinencia redujo la frecuencia y la
gravedad de las convulsiones. Es importante sefalar que la exposicion a tolueno,
asi como la administracién de etanol, pentobarbital y midazolam, suprimié también
las convulsiones producidas por la abstinencia a TCE (Evans y Balster, 1993).
Posteriormente, en un trabajo similar, Wiley y col. (2003) reportaron que la
administracion repetida a tolueno (250 ppm/ 4 dias) produce también este
sindrome de abstinencia. Sin embargo, se requieren muchos mas estudios en los
que se evaluen los efectos de exposiciones breves pero repetidas a

concentraciones altas de disolventes, como sucede en los casos de abuso.

2.5. COMPLICACIONES MEDICAS

El uso cronico de inhalables esta asociado con efectos toxicos importantes,
incluyendo dafio neuroldgico, renal, hepatico y pulmonar (Marjot y McLeod, 1989;
Dinwiddie, 1994; Kurtzman y col., 2001). El déficit neurolégico persistente ha sido
asociado con la exposicion periddica a largo plazo (Fornazzari y col., 1983;

Hormes y col., 1986; Lolin, 1989) e incluye neuropatia periférica, disfuncion
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cerebelosa, dafio en los nervios craneales, atrofia cortical, encefalopatia y
demencia. Sin embargo, en estos estudios generalmente se incluyen muestras
pequefias de los usuarios adultos que se refieren al tratamiento y el efecto de los
disolventes se puede confundir con otras causas potenciales de dafio neurolégico
(por ejemplo, lesiones en la cabeza y la hipoxia), asi como el abuso de otras
sustancias. Sin embargo, no parece haber una relacion clara entre la naturaleza
del dafio neurolégico y del tipo de productos quimicos que se trate (Spencer y
Schaumburg, 1985). Mientras que el abuso cronico de tolueno esta asociado con
la enfermedad cerebelosa, encefalopatia y demencia (Lolin, 1989), también hay
una creciente evidencia de que existe una fuerte relacién entre las alteraciones
neurologicas y la frecuencia y duracion de la exposicion (Maruff y col., 1998).
Maruff y col. (1998) informaron de las altas tasas de alteraciones neurolégicas
sutiles en un grupo de consumidores crénicos de gasolina que no presentaron
encefalopatia, con una fuerte correlacion entre la duracion del uso y la magnitud
de los déficits neurolégicos. Un estudio de seguimiento comprobé que la gravedad
de estas anormalidades se reduce con la abstinencia, e incluso se normalizan por
completo en algunos sujetos (Cairney y col., 2005).

Una serie de trastornos renales estan asociados con el abuso crénico de
inhalables (especialmente compuestos que contienen tolueno), incluyendo
acidosis tubular renal, calculos renales, glomerulonefritis e insuficiencia renal
(O'Brien y col., 1971; Zimmerman y col., 1975; Streicher y col., 1981; Kaneko y
col., 1992); ademas, también se han documentado hepatitis toxica e insuficiencia
hepética (O'Brien y col., 1971). Aunque se han reportado efectos neuroldgicos
severos por la exposicion crénica a inhalables, el mecanismo por el que las
diferentes sustancias volatiles dafian tejidos y érganos sigue siendo poco claro.
Este problema se complica aun mas por el hecho de que muchos productos
contienen mas de un tipo de inhalable. Ademas, existe poca informacién referente
a los efectos de sustancias volatiles sobre el desarrollo o las diferencias de
género. Por lo tanto, la incidencia y la naturaleza de complicaciones meédicas
importantes entre esta poblacion son en gran parte desconocidas, al igual que el

grado en que estos efectos son reversibles después de la abstinencia.
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2.6. EFECTOS ANTICONVULSIVANTES.

Con base en la similitud de los perfiles farmacologicos de los disolventes
organicos y los depresores del SNC, desde 1984 se estudid la posible actividad
anticonvulsivante de algunos disolventes. En dicho estudio, se utilizé como agente
proconvulsivante el pentilentetrazol (PTZ), un antagonista de los receptores
GABA,, que produce convulsiones cldnico-tonicas a los pocos segundos de su
administracion, encontrandose que la administracion i.p. de tolueno a ratones, asi
como la exposicion de éstos a la inhalacion de sus vapores, incrementa la latencia
de presentacion de convulsiones y protege contra los efectos letales del PTZ
(Wood y col., 1984). A raiz del descubrimiento de que varios disolventes acttan in
vitro como antagonistas no competitivos del receptor NMDA (Cruz y col., 1998;
Cruz y col., 2000), se considero interesante estudiar si ademas serian capaces de
proteger contra las convulsiones inducidas por el agonista glutamatérgico NMDA.
De esta forma se encontré que la inhalacion de tolueno (1000 a 6000 ppm)
durante 30 minutos protege contra las convulsiones y la muerte a ratones
inyectados con NMDA (Cruz y col.,, 2003), lo cual puede considerarse como
evidencia de que los efectos antagonistas NMDA descritos in vitro son relevantes
in vivo.

En el estudio realizado por Cruz y col. en el 2003, donde utilizaban
animales tratados con tolueno (4000 ppm) en forma aguda, se redujo de manera
significativa el porcentaje de animales que convulsionaban. Sin embargo, en
ratones expuestos repetidamente a la misma concentracion de tolueno, hubo una
pequefia disminucion en el porcentaje de animales que convulsionaron, pero no
fue estadisticamente significativo comparado con el porcentaje de ratones que
convulsionaron que fueron expuestos a aire de manera repetida.

En resumen, el estudio que realizaron Cruz y col, (2003) muestra que el
tolueno protege contra los efectos inducidos por NMDA, ya que: (a) reduce la
cantidad de animales que convulsionaron, (b) reduce la gravedad de la escala
neuroldgica de deterioro, (c) aumenta la latencia de la aparicién de convulsiones, y

(d) reduce la letalidad de efectos de una alta dosis de NMDA.
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El efecto protector del tolueno en contra de las convulsiones inducidas por
NMDA en el estudio realizado por Cruz y col. (2003) amplié los resultados de
Wood y col. (1984) que demostraron que el tolueno y el xileno fueron efectivos en
contra de las convulsiones inducidas por PTZ. Por otro lado, en un estudio
realizado por Shi y col. (2001) se encontr6 que inyectando tricloroetileno, un
disolvente clorado, se aumentaba significativamente el umbral para la
presentacion de convulsiones y las dosis letales en ratones tratados con una
variedad de agentes convulsivantes, incluyendo PTZ, picrotoxina y NMDA.

Es importante mencionar que algunos disolventes pueden tener efectos
proconvulsivantes, pero esto sélo se ha observado después de exposiciones
repetidas o en concentraciones mucho mayores que las utilizadas en los estudios

mencionados anteriormente (Contreras y col., 1979; Silva- Filho y col., 1991).

3. NEUROTRANSMISORES

Un neurotransmisor (NT) es una sustancia quimica liberada selectivamente
de una terminacién nerviosa por la accion de un potencial de accion, que
interacciona con un receptor especifico en una estructura adyacente y que, si se
recibe en cantidad suficiente, produce una determinada respuesta fisiologica.

Los NT pueden tener efectos minimos en las propiedades bioeléctricas,
pero pueden activar o inactivar mecanismos bioquimicos necesarios en las
reacciones de otros circuitos. O bien la accion de un NT puede variar segun el
contexto de los sucesos sinapticos que se estan produciendo y de esta forma
intensificar la excitacion o la inhibicion. De manera clasica, los signos
electrofisiolégicos de la accion de un NT auténtico encajan en dos categorias
principales: excitacion (en la cual se abren los canales idnicos para permitir la
entrada neta a la célula de iones de carga positiva, lo que da por resultado
despolarizacién, con reduccion de la resistencia eléctrica de la membrana, e
inhibicion (en el cual los movimientos de los iones selectivos generan
hiperpolarizacion, también con disminucion de la resistencia de la membrana)
(Bloom, 1996).
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3.1. SINTESIS DE GABA

Es claro que los aminoacidos estan entre los neurotransmisores mas
abundantes en el SNC y que la mayoria de las neuronas utilizan acido y-amino
butirico (GABA) y glutamato como neurotransmisores. EI GABA y el glutamato
regulan la excitabilidad de muchas neuronas en el cerebro (GABA es un
aminoacido inhibitorio, mientras que glutamato es un aminoacido excitatorio) y por
tanto estan implicados en procesos fisioldgicos importantes, asi como en eventos
patofisiologicos. Usualmente se percibe al SNC como un conjunto de células
excitadas; las células nerviosas no solamente excitan a sus vecinas, Sino que
también las inhiben. La inhibicion estd mediada por el GABA, que fue identificado
como constituyente quimico Unico del encéfalo y es considerado como NT
inhibitorio desde 1950; aunque su potencia como depresor del SNC no fue
reconocida de inmediato, es uno de los principales NT inhibitorios.

El GABA es sintetizado a partir de la descarboxilacion del glutamato, por
medio de la enzima glutamato descarboxilasa (GAD) (Fig. 3). Una vez sintetizado,
el GABA es introducido en vesiculas y estd listo para salir de la neurona
presindptica. Cuando se produce el estimulo nervioso, el GABA es liberado de la
neurona presinaptica y llega hasta la neurona postsinaptica donde es reconocido
por los receptores GABAA y GABAg. ( Bloom, 1996)

| m b |
Glutamato |5, cer,ein.coo

Glutamato
descarboxilasa
(GAD)

Y
[ casa | nmcicncscoo

Figura. 3. Ruta metabdlica para la sintesis del receptor GABA a partir del glutamato.
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3.2. MECANISMO DE ACCION DEL GABA

El GABA es el neurotransmisor inhibidor predominante del SNC en su parte
supraespinal (grosso modo, la porcion intracraneal). En los afios 50 y gracias a
técnicas neuroquimicas mas sensibles, se observd que el GABA (y- amino
butirato) no solo estaba en el cerebro, sino que ademas era el 6rgano que mas
GABA contenia (Brailowsky,1995).

El GABA ha satisfecho los criterios requeridos para considerarlo como
neurotransmisor en la unién neuromuscular de crustaceos. En esta preparacion, el
GABA imit6 los efectos observados con la estimulacion del nervio inhibidor. Kravitz
y col. en 1963, demostraron que el GABA era el tnico aminoacido inhibidor que se
encontraba exclusivamente en los nervios inhibidores del crustaceo, y que la
potencia inhibitoria de los extractos de estos medios se debia a su contenido de
GABA. La descarga de GABA se correlacion6, a continuacion, con la frecuencia
de la estimulacién nerviosa. Los registros intracelulares del musculo indicaron que
la estimulacion del nervio inhibidor y la administracion de GABA producian
incrementos idénticos de la conductancia de CI° en el muasculo. Esta
observaciones satisfacen por completo, en consecuencia, los criterios para la
identificacion de un transmisor (Otsuka, 1973).

Se cuenta con gran numero de datos a favor de que el GABA media las
acciones inhibitorias de las interneuronas locales en el cerebro, y que pueden
mediar también la inhibicion presinaptica dentro de la médula espinal. Los
farmacos de mayor utilidad para confirmar la mediacion GABAérgica han sido la
bicuculina y picrotoxina; sin embargo muchos convulsivos (penicilina vy
feniltetrazol) pueden actuar también como antagonistas relativamente selectivos
de la accion del GABA (Macdonald y Mclean, 1982).

El GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio en el SNC del mamifero.
Se han dividido sus receptores en dos tipos principales (Figura 4). El subtipo de
receptor de GABA mas relevante, el receptor GABA,, €s un canal de CI de
compuerta ligando que se abre después de la descarga de GABA a partir de las

neuronas  presinapticas, produciendo un potencial inhibitorio  (una
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hiperpolarizacion) por aumento de la conductancia del ion cloro, logrando asi

inhibir la estimulacion postsinaptica.

A SINAPSIS GABA

x
Ca'l'f

P e
Giutamato _GTE; G}BA

Glia

y

Figura. 4 (A) La sinapsis GABAérgica. El &cido y aminobutirato (GABA) se sintetiza a partir del
glutamato a través de una descarboxilasa, la glutamato-des-carboxilasa (GAD). El GABA puede
liberarse hacia el espacio sinaptico directamente o desde almacenes vesiculares. Una vez fuera de
la terminal, el GABA puede ocupar receptores postsinapticos, los cuales se han clasificado en tipo
A (GABA,) o el tipo B (GABAgR) (B). Representa el mecanismo de accion que ejerce el GABA sobre
el GABA,, abriendo los canales del i6n cloro (hiperpolarizando la membrana) logrando con esto
inhibir la estimulacion postsinaptica. Tomada de
http://www.javeriana.edu.co/Facultades/Ciencias/neurobioguimica/libros/neurobioguimica/GABA.ht
m
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Un segundo receptor, el receptor GABAg, es un miembro de la familia de los
receptores acoplados con proteinas G que actlan tanto en las vias bioquimicas
como en la regulacion de los canales de iones (Bonnano y Raiteri, 1993; Bowery,
1993).

3.3. ESTRUCTURA DEL RECEPTOR GABAx

El receptor GABAA es un hetero-oligdbmero pentamérico compuesto por
diferentes subunidades. Basadas en una secuencia homdloga, estas subunidades
tienen diferentes clases designadas: a (1-6), B (1-4),y (1 —3), §,¢,r (Hevers y
Luddens, 1998), y recientemente descubierto 8 (Bonnert y col., 1999).

El receptor GABAA posee una variedad de sitios alostéricos a través de los
cuales diferentes farmacos pueden modular la corriente de cloruro mediada por
GABA. Se sabe que las benzodiacepinas (BZD) y los barbitaricos potencian
alostéricamente la corriente mediada por GABA (Hevers y Luddens, 1998). Por el
contrario, los farmacos convulsivantes como la picrotoxina (PTX), TBPS vy varios
insecticidas se sabe que deprimen las corrientes mediadas por GABA (Fig. 4)
(Bloomquist, 1996).

El receptor GABAA es un complejo oligomérico que contiene:

Un canal iénico permeable a iones cloruro.

« Sitios alostéricos adicionales de union de otros farmacos: benzodiazepinas,
barbituricos, esteroides, zinc y etanol.

« Sitio del agonista enddgeno: donde se une el ligando endégeno GABA vy el
cual es modulado por los farmacos que se unen a los sitios alostéricos
adicionales.

« Sitio de reconocimiento de baja afinidad, preferentemente antagonizado por
las benzodiazepinas.

« Sitio de reconocimiento de alta afinidad, que es una forma desensibilizada
del receptor.

« Sitio del agonista exdégeno, a donde se unen las BZD, las cuales aumentan

la union del GABA con el sitio de reconocimiento del receptor GABAA.
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o Sitio de los agonistas inversos: reducen el flujo de cloro inducido por GABA
y son las beta carbolinas.

« Sitio de los agonistas parciales: poseen afinidad y actividad menor que el
agonista total y son las ciclopirrolonas.

« Sitio del coagonista: es inhibitorio y es la glicina.

« Sitio de los antagonistas selectivos: bicuculina y SR95531.

« Sitio de los antagonistas no selectivos: tienen afinidad pero su actividad es
nula, no influyendo sobre el canal de cloro, pero si antagonizan las
acciones de los agonistas. Un ejemplo de antagonista no selectivo es el
flumazenil. (Enna, 2007)

GABA

Benzodiacepinas

Barbituricos

Esteroides

Propofol
. Loreclezol
Anestésicos Acido
volatiles y - mefanamico
alcoholes Furasamida

Picrotoxina

Figura. 5. Representacion esquematica del receptor GABA,. Se ilustra la estructura pentamérica y
los diferentes sitios de accion para los farmacos que interactian con estos sitios. La P representa
el sito de fosforilizacion. Tomada de Enna, 2007.
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3.4. CONVULSIONES Y SISTEMA GABAERGICO

Hace més de un siglo, John Hughlings Jacson, postul6é que las convulsiones
eran causadas por descargas ocasionales, repentinas, excesivas, rapidas y
locales de la sustancia gris.

Por lo tanto una definicion de convulsion es aquella que se refiere a un
trastorno transitorio de la conducta, causado por la activacién desordenada,
sincronica y ritmica de las poblaciones enteras de las neuronas cerebrales (Mc
Namara, 1996).

La funcién primordial de la sinapsis para mediar la comunicacion entre las
neuronas en el cerebro del mamifero sugirié que la funcién sinaptica defectuosa
podria originar convulsiones. Es decir, cabria esperar que la reduccién de la
actividad sinaptica inhibitoria y el fomento de la actividad sinaptica excitadora
desencadenaran una crisis convulsiva. Los neurotransmisores que median de
manera global la transmision sindptica en el cerebro del mamifero son
aminoacidos, acido y aminobutérico (GABA) y glutamato, como principales
neurotransmisores inhibidores y excitadores, respectivamente. Los estudios
farmacol6gicos pusieron en claro que la microinyeccion de antagonistas del
receptor GABAA 0 de los agonistas en diferentes subtipos de receptores del
glutamato (NMDA, AMPA o acido cainico) desencadenan convulsiones en
animales de experimentacion in vivo. Los agentes farmacoldgicos que estimulan la
inhibicion sinaptica mediada por el GABA inhiben las convulsiones en diversos
modelos (McNamara, 1996).

La informacion obtenida acerca de los mecanismos de las convulsiones
sugiere que el incremento de la inhibicion sinaptica mediada por el GABA reduciria
la excitabilidad neuronal y elevaria el umbral convulsivo. Se supone que diversos
farmacos bloquean las convulsiones al regular la inhibicion sinaptica mediada por
GABA a través de una actividad en sitios distintos de la sinapsis (MacDonald y
Kelly, 1993). El principal receptor postsinaptico del GABA descargado a nivel de la
sinapsis se denomina receptor GABAa. La activacion de este inhibe a la célula

postsinaptica, al incrementar el flujo de los iones de CI" hacia el interior de la célula
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lo cual tiende a despolarizar a la neurona. Existen numerosas sustancias que
interactian con receptores GABAérgicos. Todas las que interfieren con su
funcionamiento producen aumento de la excitabilidad cerebral hasta el punto de
producir crisis convulsivas.

Sustancias que producen suefio (los barbitiricos), o que se utilizan como
ansioliticos (las benzodiazepinas), actian en buena parte porque favorecen la
transmision GABAérgica, este mecanismo tal vez sea subyacente a la eficacia de
estos compuestos contra las convulsiones parciales y tonicoclénicas en el ser

humano.

3.5. PENTILENTETRAZOL (PTZ2)

El pentilentetrazol (PTZ) es un convulsivante que actiua en el SNC. Desde
hace muchos afios se sabe que el PTZ es un inhibidor de los canales activados
por GABA (Mcdonald y Barker, 1978). Inicialmente los estudios sugirieron que el
sitio de accion del PTZ era el sitio de unién para las benzodiacepinas del receptor
GABA\ (Rehavi y col., 1982). Sin embargo, estudios subsecuentes, indicaron que
el sitio de accion del PTZ es el sitio de unidn de la picrotoxina del receptor GABA,
(Ramamjaneyulu y Ticku, 1984; Squires y col., 1984). Basados en estos estudios,
en general hoy en dia se acepta que el PTZ actia en el sitio de union de la
picrotoxina del canal acoplado al receptor GABAA.

La administracion de PTZ produce diversas fases de actividad convulsiva
en los ratones: se inicia con mioclonias generalizadas, definidas como una
sacudida de alguna de sus extremidades, seguidas de la presentacion de la cola
de Straub; convulsiones clonicas definidas como una sacudida del cuerpo
completo, manifestadas por espasmos clonicos frecuentemente seguidos por
estupor o postura inusual y un componente usualmente letal, la extension tonica

(Yonekawa y col., 1980).
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ll. JUSTIFICACION

El abuso de inhalables es un problema mundial que repercute en la salud
publica y afecta de manera importante a los nifios y adolescentes, no soélo porque
afecta a grandes grupos sociales, muchos de ellos marginados, sino porque se
presenta a edades tempranas y provoca graves secuelas para la salud. Se ha
reportado que la administracion de los disolventes es una practica que se presenta
en mayor proporcion en nifios que trabajan en la calle, en comparacion con los
nifos que tienen la oportunidad de asistir a la escuela.

A pesar de su impacto en la salud publica, los inhalables son hasta ahora el
grupo de farmacos de abuso menos estudiado. De acuerdo con varios autores, los
adictos a inhalables pueden exponerse por unos cuantos minutos a varios miles
de partes por millon de disolventes volatiles. Desde hace algunos afios se ha visto
que los disolventes de abuso comparten un perfil farmacolégico con los
depresores clasicos del SNC, por lo que se les ha agrupado en esta categoria
junto con los barbitdricos, las benzodiacepinas, los anestésicos y el etanol;
ademas, existen evidencias que indican que los disolventes pueden generar
anestesia y conducir a un deterioro neurofisiolégico que puede progresar hasta la
muerte.

De acuerdo a estudios in vitro se ha visto que el tolueno incrementa la
actividad de los receptores GABA,, con lo que se produce un efecto depresor.
Debido a que los disolventes de abuso, como el tolueno, tienen acciones
semejantes a los depresores clasicos del SNC, se ha propuesto que estas
sustancias podrian compartir algunos mecanismos de accion y tener efectos
anticonvulsivantes, al igual que algunos depresores del SNC.

Existen todavia muchas preguntas por responder acerca de los
mecanismos de accion de estos farmacos, pero dado que las consideraciones
éticas claramente limitan los estudios en humanos, la mayoria de los estudios para
la caracterizacion de los efectos del abuso de inhalables se realizan por medio de

la investigacion en animales.
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Con base en lo anterior, proponemos que el tolueno podria tener un efecto
anticonvulsivante en contra de las convulsiones inducidas por PTZ y que dicho

efecto protector podria desaparecer después de una exposicién cronica a dicho
disolvente.
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. HIPOTESIS

La exposicién aguda a tolueno tendrd un efecto anticonvulsivante en contra
de las convulsiones inducidas por PTZ, y la exposicion repetida al tolueno

producira una disminucion del efecto anticonvulsivante y/o la aparicion de un

efecto convulsivante.
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IV. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL
Estudiar los efectos del tolueno sobre las convulsiones inducidas por PTZ

bajo 2 protocolos experimentales.

2. OBJETIVOS PARTICULARES

e Administrar pentilentetrazol a diferentes dosis (20, 40, 60, 80 y 100 mg/Kg)
I.p., a los ratones, con el fin de hacer una curva dosis-respuesta para
determinar la dosis convulsivante 100.

e Estudiar el efecto de la pre-exposicion a una concentracion de 4000 ppm de
tolueno sobre las convulsiones producidas por una dosis de 60 mg/kg de
PTZ.

e Determinar el efecto de la administracion repetida de tolueno sobre las
convulsiones inducidas por PTZ.

e Comparar el posible efecto anticonvulsivante producido en el protocolo de
pre-exposicion con el protocolo de exposicion cronica sobre las

convulsiones producidas por PTZ.
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V. MATERIALES Y METODOS

1. ANIMALES

Se utilizaron ratones macho de la cepa CD1 de 25 a 35 g, los cuales se
mantuvieron con un ciclo controlado de luz/oscuridad (12 h/12 h) y temperatura
constante (20-25°C). Los animales se albergaron en cajas en grupos de 5 con

libre acceso al agua y al alimento.

2. SUSTANCIAS

En este proyecto se empledé el tolueno como disolvente de abuso
representativo. Los animales se expusieron a una concentracion de 4000 ppm de
tolueno. El agente convulsivante que se utilizé fue el PTZ, este agente se disolvié
en solucién salina y se administré por via intraperitoneal (i.p.) en un volumen de
0.01 ml/g. Se realizaron curvas dosis-respuesta para determinar las dosis del

agente convulsivante a emplear en el proyecto.

3. EXPOSICION A DISOLVENTES

Se utiliz6 una camara de exposicion estatica de cristal con forma cilindrica
con un volumen de 22.75 | (Fig. 6). Esta camara consiste en una jarra
cromatografica con una tapa de acrilico. La tapa tiene puertos de inyeccion y se
encuentra unida en su parte externa al motor de un ventilador, cuyas aspas
proyectan hacia el interior de la camara. Bajo las aspas se encuentra una malla
metalica en donde se coloca un papel filtro para administrar ahi los disolventes.
Para llevar a cabo la exposicion, cada raton se coloca de manera individual en el
fondo de la camara, la tapa se cierra herméticamente, una cantidad determinada
de disolvente se inyecta sobre el papel filtro y el ventilador se enciende a fin de

permitir la inmediata evaporaciéon y distribuciéon del disolvente. Las
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concentraciones de vapor deseadas se alcanzan en un tiempo menor a 1 minuto

(min) y permanecen constantes durante el tiempo de exposicion (30 min).

Figura 6. Camara de exposicion estatica

Para calcular el volumen de tolueno que es necesario administrar en la

camara, se utilizo la siguiente ecuacion (Nelson, 1971):

_PM Cppm Vs P (1079)

Vv
d RT

Donde:
V = volumen de disolvente que se necesita inyectar para obtener la concentraciéon
deseada (ml).

PM = peso molecular del disolvente (g/mol).
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Cppm = concentracion deseada (ppm).

Vs = volumen de la camara de exposicion (l).

d = densidad del disolvente (g/ml).

P = presion atmosférica (atm).

R = contante general de las gases (I atm mol™* K™

T = temperatura absoluta (K).

4. PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

4.1 PROTOCOLO 1. CURVA DOSIS-RESPUESTA

Se administraron diferentes dosis de PTZ (antagonista del receptor GABA,)
a los ratones (i.p.) e inmediatamente después se les colocé de manera individual
en una camara de exposicion estatica durante 30 min, con el fin de evaluar la
presentacion de convulsiones y hacer una curva dosis-respuesta para determinar

la dosis convulsivante 100.

4.2 PROTOCOLO 2. PRE-EXPOSICION

Los animales se expusieron al disolvente (tolueno 4000 ppm) o aire durante
30 min, una vez transcurrido este tiempo se sacaron de la camara, se les
administré el agente convulsivante y se introdujeron en una segunda camara
donde fueron expuestos al disolvente o al aire durante 30 min. Cabe mencionar
que el procedimiento entre el final de la primera exposicion y el comienzo de la

segunda se realiza en un tiempo menor a 1 min.
4.3 PROTOCOLO 3. EXPOSICION CRONICA
Los animales se expusieron a tolueno 4000 ppm o a aire durante 30 min, 2

veces al dia, por 60 dias, el dia 61 los animales se expusieron al disolvente por 30

min y posteriormente se les administrO PTZ y fueron expuestos nuevamente al
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disolvente. El tiempo de observacion para la evaluacion de las convulsiones en

todos los protocolos fue de 30 min.

5. VARIABLES EVALUADAS

Las variables que se evaluaron en los tres protocolos fueron el porcentaje
de animales que presentaron convulsiones clonicas (CC), convulsiones clonico-
tonicas (CCT) y muerte, asi como la latencia para la presentacion de cada una de
las respuestas y el nimero de veces en que presentaron cada una de las

variables.

6. ANALISIS DE DATOS

Para comparar el porcentaje de los animales que presentaron determinados
signos en diferentes grupos experimentales se utilizé la prueba exacta de Fisher.
Para comparar si existen diferencias significativas en las mediciones de los grupos

se utilizé la prueba t-student.
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VI. RESULTADOS
1. CURVAS DOSIS RESPUESTA PARA PTZ

Para elegir la dosis del agente convulsivante a emplear en el proyecto se
realizaron curvas cuantales dosis-respuesta para PTZ, en las cuales se evaluaron
el porcentaje de animales que presentaron convulsiones y/o muerte a diferentes
dosis: 20, 40, 50, 60, 80 y 100 mg/kg de PTZ.

La figura 7 muestra las curvas dosis-respuesta para PTZ. Como se puede
apreciar, dosis mayores a 40 mg/kg indujeron convulsiones clénico-ténicas (CCT),
mientras la muerte se presentd a dosis mayores de 50 mg/kg. Las dosis menores
a 40 mg/kg no produjeron CCT en los animales, solamente produjeron signos
menores de actividad convulsiva, como mioclonias o cola de Straub. A partir del
ajuste de las curvas se determiné que la dosis efectiva al 50% (DEso) para la
presentacion de convulsiones fue de 50.47 mg/kg (48.71- 52.23), mientras que la
dosis letal 50 (DLso) fue de 71.61 mg/kg (69.85- 73.37). Con base en estos datos
se escogieron dos dosis de PTZ, la de 60 mg/kg, como la dosis minima para
producir convulsiones en el 100 % de los animales (DE1qo) Yy la dosis de 100 mg/kg

como la dosis letal minima (DLjqo)-

UMSNH 37



Facultad de Quimico Farmacobiologia

120 -

100 -

o]
o
1

0 % CCT
0 % Muerte

Porcentaje de animales
(o2}
o

N iy
o o
1 1
——

0 1 G ©
/2.
(4 I J 1
0 20 80 160

40
PTZ (mg/kg) i.p.

Figura 7. Curvas cuantales dosis-respuesta para PTZ. Se evalu6 el porcentaje de animales que
presentaron convulsiones clénicas (CCT) y el porcentaje de animales que murieron.

2. EFECTO DE LA PRE-EXPOSICION A TOLUENO SOBRE LAS
CONVULSIONES INDUCIDAS POR PTZ

Después de determinar la dosis de PTZ que se iba a utilizar, se evalud los
efectos que producia el tolueno.

En la figura 8 se muestra la grafica para el efecto del tolueno sobre la
presentacion de CCT inducidas por PTZ 80 mg/kg (barra 1y 2) y 60 mg/kg (barras
3y 4), en condiciones donde se siguiod el protocolo de pre-exposicion al disolvente.

Se observa que el tolueno no protegid contra la presentacion de CCT

inducidas por la dosis de 80 mg/kg de PTZ en el protocolo de pre-exposicion
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Por otro lado, a la dosis de 60 mg/kg de PTZ, se observo que el tolueno
protegid contra la presentacién de CCT en el protocolo de pre-exposicion, ya que
a esta dosis disminuyd significativamente el porcentaje de animales que

presentaron convulsiones.

1. Control PTZ 80 mg/kg

2. Tolueno 4000 ppm, mas PTZ 80 mg/kg
I 3. Control PTZ 60 mg/kg
E=1 4. Tolueno 4000 ppm, mas PTZ 60 mg/kg

*k*

100 A

80 A

.

60 -

% DE CCT

40 -

20 A

7

2 3 4
TRATAMIENTOS

=

Figura 8. Efecto del tolueno sobre la presentacion del porcentaje de CCT produg:jgas por la
administracion de PTZ 80 y 60 mg/kg siguiendo los protocolos de pre-exposicion p <0.001
control vs tolueno (pre-exposicion PTZ 60 mg/kg), prueba exacta de Fisher. Se encontr6 que el
tolueno tuvo un efecto anticonvulsivante y de protecciéon contra la muerte inducida por PTZ 60
ma/kg.
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3. EFECTO DE LA PRE-EXPOSICION A TOLUENO SOBRE LA MUERTE
INDUCIDAS POR PTZ

En la figura 9 se muestra la grafica para el efecto del tolueno sobre la
muerte inducida por PTZ 80 mg/kg (barra 1 y 2), en condiciones donde se siguio el
protocolo de pre-exposicion al disolvente.

Se observa que el tolueno protegi6é contra la muerte inducida por la dosis de
80 mg/kg de PTZ en el protocolo de pre-exposicion, comparado con el grupo

control, aun cuando a esta dosis no fue capaz de proteger en contra de las CCT
(fig. 8).

Control pre-exposicion PTZ 80 mg/kg
1 Tolueno 4000 ppm pre-exposicion mas PTZ 80 mg/kg

120 H

100 -

80 -

60 -

% DE MUERTE

\*
N

40 A

20 A

*kk

0 - T T
Control Tolueno

TRATAMIENTO

Figura 9. Efecto del tolueno sobre la muerte producida por la administraciéon de PTZ 80 mg/Kg

siguiendo el protocolo de pre-exposicion, p <0.001 control vs tolueno (pre-exposicidn); prueba
exacta de Fisher.
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4. EFECTOS DE LA EXPOSICION REPETIDA A TOLUENO SOBRE
PORCENTAJE DE PRESENTACION DE CCT INDUCIDAS POR PTZ.

Como se menciond anteriormente, uno de los objetivos de este trabajo fue
determinar el efecto de administraciones repetidas de tolueno sobre la
susceptibilidad hacia las convulsiones inducidas por PTZ (60 mg/kg).

La figura 10 muestra el efecto de exposicion repetidas a tolueno 4000 ppm
(30 min, 2 veces al dia, 60 dias) sobre el porcentaje de presentacion de CCT
como resultado de la administracion del PTZ (barras 2 y 3) y su comparacion con
el protocolo de pre-exposicion a tolueno 4000 ppm (barras 1y 2).

Se observd que en el protocolo de pre-exposicion, el resultado observado
es significativo ya que efectivamente se demuestra el efecto anticonvusivante que
tiene el tolueno sobre la presentacion de CCT inducidas por PTZ. Por otro lado, en
el tratamiento cronico no hubo una diferencia significativa con respecto al
tratamiento agudo, ya que no hubo presentacion de CCT con la exposicion
repetida al disolvente, por lo que es probable que con tiempos mas prolongados
de exposicion al disolvente se pudieran apreciar diferencias significativas en este

parametro.

UMSNH 41



Facultad de Quimico Farmacobiologia

1.Control pre-exposicion PTZ 60 mg/kg

V71 2.Tolueno 4000 ppm pre-exposiciéon mas PTZ 60 mg/kg
3.Control tto crénico PTZ 60 mg/kg

1 4.Tolueno 4000 ppm tto crénico mas 60 mg/kg
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Figura 10. Efecto del tolueno sobre la presentacién del porcentaje de CCT producidas por la
admlnlstra0|on de PTZ 60 mg/Kg siguiendo los protocolos de pre-exposicién y tratamiento cronico

p <0.001 control vs tolueno (pre-exposicion), p<0 01 control vs tolueno tratamiento crénico;
prueba exacta de Fisher.
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5. EFECTOS DE LA EXPOSICION REPETIDA A TOLUENO SOBRE
PORCENTAJE DE PRESENTACION DE CC INDUCIDAS POR PTZ

La figura 11 muestra el efecto de exposicion repetida a tolueno 4000 ppm
(30 min, 2 veces al dia, 60 dias) sobre el porcentaje de presentacion de CC como
resultado de la administracion de PTZ 60 mg/kg (barras 2 y 3) y su comparacion
con el protocolo de pre-exposicion a tolueno 4000 ppm (barras 1y 2).

Se observo que no hubo diferencia entre los grupos control y los tratados
con tolueno tanto en el protocolo de pre-exposicion, como en el tratamiento
cronico; sin embargo, al comparar el porcentaje de CC entre los animales tratados
cronicamente con tolueno y los correspondientes al tratamiento agudo con el
disolvente, se observé que aumenté de manera significativa el porcentaje de
animales que presentaron CC, lo cual sugiere la aparicion de un efecto

proconvulsivante.
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1.Control pre-exposicion PTZ 60 mg/kg

2.Tolueno 4000 ppm pre-exposicion mas PTZ 60 mg/kg
3.Control tratamiento crénico PTZ 60 mg/kg

E2S71 4. Tolueno 4000 ppm tratamiento cronico mas PTZ 60 mg/kg
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Figura 11. Efecto del tolueno sobre la presentacion del porcentaje de CC producidas por la
administracion de PTZ 60 mg/Kg siguiendo los protocolos de pre-exposicion y tratamiento crénico
p <0.05 tolueno vs tolueno (tratamiento de pre-exposicién con el crénico), prueba exacta de
Fisher.
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6. EFECTO DE LA EXPOSICION REPETIDA A TOLUENO SOBRE EL NUMERO
DE CC INDUCIDAS POR PTZ

La figura 12 muestra el efecto de la exposicion repetida a tolueno 4000 ppm
(30 min, 2 veces al dia, 60 dias) sobre el nimero de CC como resultado de la
administracion de PTZ 60 mg/kg (barras 2 y 3) y su comparacion con el protocolo
de pre-exposicion a tolueno 4000 ppm (barras 1y 2).

Se observé que en el protocolo de pre-exposicidon no hubo una diferencia
significativa entre los animales control y los expuestos a tolueno; no obstante, en
el tratamiento crénico se observa un gran cambio, ya que en lugar de proteger
contra las convulsiones, se aprecié la aparicion de un efecto proconvulsivante, al
aumentar de manera significativa el nimero de CC presentadas en los animales

expuestos de manera cronica a tolueno.
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XXA 1.Control pre-exposicion PTZ 60 mg/kg

2.Tolueno 4000 ppm pre-exposicion mas PTZ 60 mg/kg
[ZA 3.Control tratamiento crénico PTZ 60 mg/kg
4.Tolueno 4000 ppm tratamiento cronico mas PTZ 60 mg/kg
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Figura 12. Efecto del tolueno sobre la presentacién de numero de CC producidas por la
%dmlnlstraC|on de PTZ 60 mg/Kg siguiendo los protocolos de pre- exposmon y tratamiento crénico

p <0.001 vs tolueno (pre-exposicion), tolueno (tratamiento cronico), p<O 001 control vs tolueno
tratamiento crénico: prueba t student.
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7. EFECTOS DE LA EXPOSICION REPETIDA A TOLUENO SOBRE LA
LATENCIA DE PRESENTACION DE CC INDUCIDAS POR PTZ

La figura 13 muestra el efecto de exposiciones repetidas a tolueno 4000
ppm (30 min, 2 veces al dia, 60 dias) sobre la latencia de presentacion de CC
como resultado de la administracion del PTZ (barras 3 y 4) y su comparacion con
el protocolo de pre-exposicion a tolueno 4000 ppm (barras 1y 2).

Se observa que tanto en el protocolo de pre-exposicion, como en el
tratamiento cronico, no hubo diferencia significativa en la latencia para la

presentacion de CC en los animales control y en los expuestos a tolueno.

1.Control pre-exposicion 60 mg/kg

2.Tolueno 4000 ppm pre-exposicion mas PTZ 60 mg/kg
3.Control tto crénico PTZ 60 mg/kg

4.Tolueno 4000 ppm tto crénico mas PTZ 60 mg/kg

160 -
140 -
120 A

100 T T

80 1

60 1

40 -

LATENCIA DE CC (SEGUNDOS)

20 -

1 2 3 4
TRATAMIENTO

Figura 13. Efecto del tolueno sobre la latencia de presentacion de CC producidas por la
administracion de PTZ 60 mg/kg durante los protocolos de pre-exposicion y tratamiento crénico.
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VIIl. DISCUSION

Los principales hallazgos de este trabajo se pueden resumir en los
siguientes puntos:
e El tolueno tuvo actividad anticonvulsivante.
e El tolueno protegio contra la presentacion de las convulsiones y protegio
contra la muerte producida por las dosis altas de PTZ (60 y 80 mg/kg).
e El tolueno perdi6é su efecto anticonvulsivante en administraciones repetidas
contra las convulsiones inducidas por PTZ.
e El tolueno en el tratamiento cronico tuvo una actividad proconvulsivante.
Para analizar los efectos conductuales de los disolventes se utiliza
preferentemente la via de inhalacion, para ello se emplean cdmaras de exposiciéon
estaticas (Gerasimov y col., 2002; Vidrio y col., 1986; Woolverton y Balster, 1981)
o dinamicas selladas herméticamente (Moser y Balster, 1985; Wood y col., 1984).
Las primeras son contenedores de vidrio de diferentes volimenes en donde se
introduce al animal o un grupo de animales y se inyecta un volumen determinado
del disolvente, el cual se evapora y homogeniza mediante calentamiento o
ventilacion (Geller y col., 1983; Gerasimov y col., 2002; Woolverton y Balster,
1981). Las camaras estéaticas se utilizan para evaluar concentraciones altas de
disolventes durante periodos cortos de exposicion, ya que la respiracion de los
animales produce una acumulacion de CO,, el cual debe mantenerse en niveles
bajos para no interferir con el experimento. Las camaras dinamicas, por su parte,
mantienen un flujo constante de los vapores del disolvente durante la exposicion.
En este trabajo se utilizaron las camaras estaticas, las cuales tienen grandes
ventajas que son indispensables para que no interfieran con los resultados de
nuestros experimentos, ya que son grandes y mantienen la acumulacién de CO;
por debajo del limite de intoxicacion para el animal en experimentacion.
Durante mucho tiempo se acept6 la teoria de Meyer y Overton de principios
del siglo pasado que postulaba que el efecto anestésico general de varios
compuestos, incluido el etanol, se relacionaba directamente con la lipofilicidad de

los compuestos (estimada por el coeficiente de particion lipido/agua: log P). Esta
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hipdtesis consideraba que los anestésicos tenian un mecanismo de accion
inespecifico dado por su capacidad de penetrar la membrana y producir cambios
en su fluidez. Durante 80 afios, esta teoria gozd de gran aceptacion porque
parecia establecer una excelente correlacién entre el coeficiente de particion y la
eficacia de varios de los compuestos estudiados. Con el tiempo, la misma teoria
se explicé por extension a los disolventes organicos industriales. Gradualmente,
sin embargo, se acumularon pruebas en contra de que el etanol actuara por este
mecanismo. Tales pruebas son las siguientes:

e Si bien es cierto que el etanol produce perturbacion membranal, esto
sucede en concentraciones que producen intoxicaciones muy graves 0
letales (Harris y Schroeder, 1981).

e EI A,C, un compuesto sintético disefiado para perturbar la membrana
lipidica, no mimetiza, in vivo o in vitro, los efectos del etanol (Buck y col.,
1989).

e Los pequefios cambios en la temperatura capaces de producir los cambios
en la fluidez membranal producidos por el etanol no son capaces de
reproducir sus efectos in vivo (Woodward, 1996).

e Aunque el log P de n-alcanos y alcoholes aumenta con la longitud de los
compuestos, existe un punto de corte en el cual un aumento en la
lipofilicidad ya no se traduce en un aumento en eficacia (Franks y Lieb,
1985).

No es de sorprender que a finales de la década de 1980 aparecieran los
primeros trabajos que presentaban hipétesis alternativas. En 1986, Allan y Harris
reportaron que el etanol actia como agonista del receptor ionotropico GABAA en
membranas de cerebelo de ratén en concentraciones menores que las requeridas
para alterar la fluidez membranal. En estudios posteriores se demostréo que el
etanol también inhibe selectivamente los receptores glutamatérgicos ionotropicos
del tipo NMDA en concentraciones relevantes para el consumo humano. La
explicacion de los efectos producidos por los disolventes ya no parecia justificarse

por un mecanismo inespecifico de cambios en la fluidez membranal, por lo que las
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investigaciones se orientaron entonces hacia la exploracion del efecto de los
disolventes sobre los receptores acoplados a canales iénicos.

En el 2000, Beckstead y col. evaluaron la participacion de los receptores
GABA, Y glicina como posibles blancos moleculares de los disolventes de abuso.
Tras estudiar unas rebanadas de hipocampo y la expresion de receptores
recombinantes en ovocitos, estos autores encontraron que el tolueno, el
tricloroetileno y el tricloroetano aumentaban de forma reversible las corrientes
inhibitorias mediadas por el receptor GABAA en concentraciones de ~0.2-0.9 mM.

El tolueno es considerado como un componente quimico principal que
contribuye a la morbilidad asociada con el abuso de disolventes. Disponibilidad
ilimitada, bajo costo, facilidad de uso y efectos intensos y rapidos, contribuyen a la
popularidad de estas sustancias entre los nifios y los adolescentes que buscan
experimentar con las drogas que alteran el estado de animo (Mackesy-Amiti y
Fendrich, 1999; McGarvey y col., 1999; Morita y col., 1994).

Con base en la similitud del perfil farmacolégico de los efectos de los
disolventes organicos y el alcohol, desde 1984 se estudié la posible actividad
anticonvulsivante de algunos disolventes. Para ello se utilizd6 como agente
proconvulsivante el pentilentetrazol (PTZ), un antagonista de los receptores
GABA, que produce convulsiones clonico-tonicas a los pocos segundos de su
administracion.

En el presente estudio se utiliz6 un modelo experimental de convulsiones
inducidas por PTZ, un antagonista del receptor GABAA que actia en el sitio de
unién de la picrotoxina (Ramanjaneyulu y col., 1984; Dibas y Dillon, 2000) y que es
uno de los compuestos de eleccion para el cernimiento de farmacos
anticonvulsivantes (Martinez, 1991).

Los signos que observamos en los animales luego de la administraciéon de
PTZ fueron cola de Straub, mioclonias, CC y CCT. Sin embargo, en nuestro
estudio sélo analizamos las CC y CCT porgue no fue posible obtener curvas dosis-
respuestas claras para los otros signos, ya que con las dosis altas de PTZ, en
ocasiones no se presentaban los signos bajos de actividad convulsiva (cola de

Straub, mioclonias). Estas observaciones en nuestro trabajo fueron similares a las
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descritas por primera vez por Yonekawa y col. (1980) y Wood y col. (1984). La
dosis de PTZ utilizada en nuestro trabajo de pre-exposicion y tratamiento crénico
fue la mas baja capaz de producir convulsiones en la totalidad de los animales
(DE1go) Yy la dosis minima capaz de producir la muerte (DL1go) de 100 mg/kg. La
dosis seleccionada como DEjp fue de 60 mg/kg, la cual fue diferente a la
empleada por otros autores, ya que Yanekawa y col. en 1980 utilizaron una dosis
de 85 mg/kg como DE4, mientras que Wood y col. en 1984 emplearon una dosis
de PTZ de 110 mg/kg como DL;go. Por otro lado, Gauthereau (2002) escogioé dos
dosis de PTZ, la de 80 mg/kg como la dosis minima para producir convulsiones en
el 100 % de los animales (DE1qo) y dosis letal 35 (DL3s) y la de 100 mg/kg como la
dosis letal minima (DLyqo).

Nuestros resultados obtenidos en el protocolo de pre-exposicion fueron
similares a los descritos por Wood y col. (1984) quienes encontraron que la
exposicion de ratones a tolueno (1780-5600 ppm) durante 2 h en una camara
dindmica, retrasaba la presentacion de muerte inducida por PTZ 110 y 200 mg/kg,
de una manera dependiente de la concentracion, también reportaron que en el
pretratamiento con tolueno (200-400 mg/kg, i.p.) se retrasaba la aparicion de
signos convulsivos y se prevenia la presentacion de la fase de extension tdnica de
una manera dependiente de la dosis. Gauthereau (2002) expuso ratones a tolueno
(4000 ppm) durante 30 min, una vez transcurrido este tiempo se sacaron de la
camara, se les administr6 PTZ (80 mg/kg) y se re-expusieron nuevamente al
tolueno y encontré que disminuyd significativamente el porcentaje de animales que
convulsionaron. Ademas, a fin de determinar la aportaciébn de una exposicion
doble al efecto de los disolventes observado con el protocolo de pre-exposicion, se
estudié otro grupo de animales expuestos a tolueno 8000 ppm de manera
simultanea a la administracion de PTZ 80 mg/kg durante 30 min, demostrandose
una proteccion similar a la producida por el tolueno a 4000 ppm siguiendo el
protocolo de pre-exposicion seguida de re-exposicion. En otros estudios se
observé que la administracion i.p. de tolueno y xileno a ratones, asi como la
exposicion de éstos a la inhalacién de sus vapores, incrementa la latencia de

presentacion de convulsiones y protege contra los efectos letales del PTZ (Yu y
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col., 1996). Entre las diferencias que encontramos con respecto a nuestro estudio
se encuentran las dosis empleadas de PTZ, ya que se obtuvieron resultados
semejantes pero a diferentes dosis. Estas diferencias pueden deberse a
variaciones en las condiciones del laboratorio (temperatura, ciclo luz/oscuridad,
humedad), distintas cepas de ratones utilizados y las diferentes épocas del afio
para la realizacion de los experimentos, ya que se han descrito que existen
variaciones estacionales en la susceptibilidad hacia las convulsiones inducidas por
PTZ, presentandose umbrales mas altos entre febrero y abril y mas bajos entre
julio y septiembre (Loscher y Fiedler, 1996), todos estos factores mencionados
anteriormente revelan una gran importancia en la seleccién adecuada de la dosis y
de las condiciones de experimentacion.

Aungue sélo hay unos pocos informes clinicos sobre estudios de abuso de
inhalables (Flanagan e Ives, 1994; Miller y col, 2002), existen efectos
anticonvulsivantes y convulsivos que se han observado en animales tras la
exposicién a disolventes siguiendo patrones de abuso. Efectos de proteccion se
han informado en contra de las convulsiones provocadas por varias sustancias
guimicas en los ratones. En concreto, la exposicion aguda a tolueno (1000 - 6000
ppm) inhibe las convulsiones y la muerte inducida por NMDA en forma
dependiente de la concentracion (Cruz y col., 2003). Una sola inyeccién de tolueno
(100-1000 mg / kg, iv) aumentd los umbrales para la presentacion y muerte
inducida por nicotina, NMDA, bicuculina y picrotoxina, pero no las inducidas por
estricnina (Chan y col., 2006). Inyecciones de tricloroetiieno aumentan
significativamente los umbrales de convulsion y de dosis letales en ratones
tratados con PTZ, picrotoxina o NMDA (Shih y col.,, 2001). La inhalacion de
propilbenceno, etilbenceno, tolueno y m-xileno reduce el porcentaje de animales
que presenta convulsiones inducidas por PTZ (datos no publicados), mientras que
el tolueno también protege contra las convulsiones inducidas por electroshock
(0.2-0.4 g / kg) (Silva Filho y col., 1992). Estos datos estan en linea con el informe
inicial de Wood y col. (1984), que demuestra que el tolueno inyectado i.p. (0.2-0.4
mg / kg) y m-xileno (0.2-0.5 mg / kg) protegen contra las convulsiones producidas

por PTZ; en otras palabras, ellos fueron los primeros que demostraron que el
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tolueno tiene actividad anticonvulsivante en relacion a la dosis, concentracion y
duracion de la exposicion y es independiente de la ruta de administracion. Sin
embargo, estos resultados contrastan con lo informado para el flurothyl, un vapor
convulsivante (Koblin y col., 1981) y con la accion proconvulsivante descrita para
altas dosis de tolueno administrado i.p. (1-2 g / kg), acetato de etilo (0.75-1.5 g /
kg) y n -hexano (8-10 g / kg) (Silva- Filho y col., 1992). Por otra parte, la
exposicion aguda a tricloroetano no resulta en efectos anticonvulsivantes en dosis
gue son conductualmente activas (8000 y 12000 ppm) (Cruz y col.,, 2003).
Convulsiones inducidas por manipulacién se han observado en ratones al término
de una exposicion continua a 1,1,1- tricloroetano (500-2000 ppm) (Balster y col.,
1992; Evans y Balster., 1993) o0 a 250 ppm de tolueno durante 4 dias (Wiley y col.,
2003). Curiosamente, se observaron resultados similares en ratones al extraerlos
de la camara después de completar 20 minutos de exposicidon a 2000 ppm de
acetato de etilo y acetato de n-butilo (Bowen y Balster, 1997) o 300-1330 ppm
flurothyl ( Bowen y col, 1996). En animales expuestos cronicamente, la reactividad
a la manipulacion puede ser considerada un signo de abstinencia, pero es dificil
pensar que la dependencia se produce después de 20 minutos de exposicién a
disolventes. No existe una explicacién definitiva para este hallazgo hasta este
punto. En resumen, varios disolventes de abuso en tratamiento agudo, parecen
tener efectos anticonvulsivos. Esta accion protectora podria estar relacionada con
su capacidad para inhibir los receptores NMDA y los nicotinicos, para potenciar
los receptores GABA, y/o para liberar dopamina. Otros disolventes son inactivos o
tienen actividad proconvulsivante. El flurothyl es un antagonista GABAa, pero los
mecanismos de accion de muchos de los disolventes son todavia desconocidos.

Las concentraciones altas de cualquier disolvente pueden tener efectos no
especificos en la reactividad del SNC. Todavia queda por investigar si la
exposicion cronica resulta en acciones opuestas para los vapores
anticonvulsivantes.

Uno de los objetivos de este trabajo fue determinar el efecto que tiene la
exposicion repetida a altas concentraciones de tolueno, ya que la mayoria de los

estudios hasta ahora se han realizado fundamentalmente con el propésito de
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reproducir lo que ocurre en la exposicidbn ocupacional, es decir cuando se esta
expuesto a concentraciones bajas de disolventes por periodos prolongados.
Encontramos pocas referencias que centraran su atencion en los efectos de
exposicion repetidas a disolventes de abuso. Para la realizacion de este trabajo se
tomé como referencia una concentracion de 4000 ppm de tolueno, de acuerdo a
los estudios realizados por Gauthereau en el 2002, quien demostré que la
exposicion repetida a tolueno (30 min, 2 veces al dia, 7 dias) producia una pérdida
del efecto anticonvulsivante en contra de las convulsiones inducidas por PTZ 80
mg/kg. En otro estudio realizado por Paez- Martinez, (2000) se observé que fue
posible desarrollar tolerancia a los efectos pronociceptivos de 4000 ppm de
tolueno, siguiendo el mismo protocolo de exposicién durante 30 min, 2 veces al
dia, durante 7 dias, por lo cual es razonable suponer que este protocolo es
apropiado para simular exposiciones crénicas al disolvente.

Existen datos que sugieren que la exposicion repetida a 8000 ppm de
tolueno en ratas durante 10 dias (30 min / dia) (Williams y col., 2005) aumentan
las subunidades a1 del receptor GABAa, las subunidades NR1 Y NR2B del
receptor NMDA vy las subunidades GIuR2 /3 (pero no GIuR1) del receptor AMPA
en la corteza prefrontal media, también produce un incremento modesto en los
niveles de la subunidad a1 del receptor GABAA en el estriado dorso-lateral y la
disminucién de esta subunidad dentro del area ventral tegmental y de la sustancia
nigra compacta, asi como una disminucion de los niveles de la subunidad NR1 en
la sustancia nigra compacta y un ligero aumento en los niveles de la subunidad
NR2B en el nicleo acumbens.

Con base en estas referencias realizamos el protocolo de exposicion
cronica a 4000 ppm de tolueno durante 30 minutos, 2 veces al dia, por 60 dias,
observando que nuestros resultados estan de acuerdo con el trabajo de
Gauthereau (2002), ya que efectivamente nosotros encontramos que en los
animales tratados con PTZ 60 mg/kg, el efecto anticonvulsivante del tolueno
observado durante el protocolo de pre-exposicion se perdié cuando los animales
recibieron exposiciones repetidas a dicho disolvente, previas a la administracion

del agente convulsivante y exposicion simultanea a tolueno. Sin embargo, a
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diferencia del estudio antes mencionado, nosotros empleamos una dosis menor de
PTZ (80 mg/kg vs 60 mg/kg) y encontramos que se produjo un efecto
proconvulsivante en el protocolo de exposicion repetida, al aumentar el nimero de
convulsiones clonicas en comparacion con los ratones de los experimentos de la

fase aguda, lo cual sugerimos que podria deberse, al menos en parte, a una

regulacion a la baja de los receptores GABAA.
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VIIl. CONCLUSIONES

El tolueno mostré actividad anticonvulsivante ante el PTZ.

El tolueno protegi6é contra las convulsiones y muerte inducidas por PTZ en
el protocolo de pre-exposicion.

El tolueno en administraciones repetidas, perdié su efecto protector contra
las convulsiones producidas por PTZ, tuvo efecto proconvulsivante.

Por otra parte, la pérdida de proteccion del tolueno en contra de las
convulsiones inducidas por PTZ luego de la exposicion cronica al disolvente,
podria deberse, al menos en parte, a una disminucion en el nimero de los
receptores GABAAa,
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