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RESUMEN

El término convulsion se refiere a un trastorno de la conducta,
causado por la activacidon desordenada, sincrénica y ritmica de poblaciones
enteras de neuronas cerebrales. Los neurotransmisores que median dicha
transmision en el cerebro de mamiferos son los aminoacidos: GABA y
glutamato, inhibidor y excitador, respectivamente. Se ha demostrado que el
tolueno, un disolvente de abuso con efecto depresor del sistema nervioso
central (SNC), potencia la actividad del receptor GABA,, in vitro. Por lo
anterior, es logico postular que podria tener una accién anticonvulsivante.
Asimismo, las benzodiacepinas, como el diacepam (DZP), poseen un efecto
anticonvulsivo como resultado de su capacidad para intensificar los
incrementos en la conduccion de Cl inducidos por GABA. Por otra parte, el
pentilentetrazol (PTZ) es un convulsivante quimico que actia como un
antagonista del receptor GABA, e inhibe la conductancia a Cl" inducida por
GABA. El objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto de la
coadministracion del tolueno y DZP sobre las convulsiones inducidas por PTZ.
Se emplearon ratas Wistar macho, las cuales fueron clasificadas en 4 grupos.
En el primer grupo (control), se administré el agente convulsivante (PTZ) i.p.
(50 mg/kg) e inmediatamente después se colocé a la rata de manera
individual en una cdmara de exposicidon estatica exponiéndola solo a aire y
evaluando la presentacién de mioclonias (MC), convulsiones cldnicas (CC) y
clénico-ténicas (CCT). El segundo grupo fue expuesto a tolueno (1000 6 2000
ppm) durante 30 min, posteriormente se le administré el agente
convulsivante y nuevamente fue expuesto a tolueno para evaluar la posible
presentacion de convulsiones. Al tercer grupo, se le administro DZP i.p. (0.3
mg/kg) y 30 min después se les administré el agente convulsivante.
Finalmente, al cuarto grupo se le administré DZP y simultdneamente se
expusieron los animales a tolueno (1000 6 2000 ppm) durante 30 min, una
vez transcurrido este tiempo, se les administr6 PTZ y se expusieron
nuevamente a tolueno durante 30 min. Los parametros que se registraron
fueron el porcentaje de animales que presentaron CCT, asi como el nUmero
de de paricion de MC, CC y CCT al igual que sus latencias. De acuerdo a los
resultados obtenidos la exposicion a tolueno (1000 6 2000 ppm) genera un
efecto protector ante las convulsiones inducidas por PTZ. Por su parte, la
administracion de DZP mostré tener este mismo efecto protector, asi como
ser capaz de aumentar la latencia de aparicion de MC, CC. Por otro lado, solo
utilizando la concentracién de 1000 ppm de tolueno es posible proponer que
la coadministracion de tolueno y DZP producen una potenciacion del efecto
anticonvulsivante y que dicho efecto parece estar mediado por una accion
sobre los receptores GABA,
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.  INTRODUCCION

1. INHALABLES
1.1 DEFINICION

Los inhalables se definen como aquellas sustancias volatiles a
temperatura ambiente, que se inhalan para inducir un estado alterado de
la conciencia (Marjot y Mcleo, 1989). Dentro de este grupo se encuentran
sustancias muy distintas entre si que solo comparten la via de
administracion y el hecho de ser utilizadas como drogas de abuso (Paez-

Martinez et al., 2003).

Es importante hacer notar que aquellas drogas que son inhaladas
pero no son volatiles a temperatura ambiente (por ejemplo: cocaina,
tabaco, marihuana, etc.) no son consideradas inhalables (Cruz y Scott

Bowen, 2008).

1.2 CLASIFICACION

Existen distintas maneras de clasificar a las sustancias que son
sujetas de abuso via inhalacion. En ocasiones son clasificadas de acuerdo a
su estructura quimica y en otras de acuerdo a su uso comercial (Balster,
1998). Por otro lado, se ha sugerido otra clasificacion tomando en cuenta
el perfil farmacoldgico y el efecto conductual ocasionado por dichos

compuestos (Balster, 1998). De esta forma se dividen en:

o Alquil nitritos volatiles.
o Oxido nitroso

o Disolventes volatiles, combustibles y anestésicos.
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ALQUIL NITRITOS VOLATILES

El prototipo de los alquil nitritos volatiles es el amil nitrito. Este
compuesto ha sido usado para el tratamiento de la angina de pecho,
aungque su uso ha sido reemplazado substancialmente por la nitroglicerina

y otros nitritos organicos (Balster, 1998).
OXIDO NITROSO

El 6xido nitroso es usado ampliamente como gas anestésico (Murray

y Murray, 1980).

Dohrn y colaboradores (1992) encontraron que el 6xido nitroso
produce un perfil Unico de efectos, con algunas similitudes con aquellos

producidos por las sustancias estimulantes, depresoras y alucindgenas.
DISOLVENTES VOLATILES, COMBUSTIBLES Y ANESTESICOS

Estas sustancias forman un gran grupo de inhalables de abuso. Los
compuestos prototipo de esta clase incluyen al tolueno y al 1,1,1-
tricloroetano (TCE), los cuales son ampliamente usados como di solventes

(Sharp, 1992).

Los disolventes, a su vez, se clasifican en varios grupos de acuerdo a su

estructura quimica (tabla 1) (Pdez-Martinez et al., 2003):



TABLA 1 Clasificacidon de los disolventes de acuerdo a su estructura quimica

Grupo

Estructura quimica caracteristica

Ejemplos

Hidrocarburos alifaticos

Hidrocarburos aromaticos

Hidrocarburos halogenados

Hidrocarburos ciclicos
Alcoholes

Eteres
Esteres
Aldehidos

Cetonas

Cadenas lineales o ramificadas de carbono e hidrégeno

Estructuras que contienen 6 4&tomos de carbono con un
atomo de hidréogeno por carbono. Contiene 3 dobles
ligaduras y varias formas resonantes.

Hidrocarburos con un atomo de algun halégeno que
reemplaza uno o mas dtomos de hidrégeno.

Anillos de hidrocarburos saturados o insaturados
Estructuras que contiene un grupo hidroxilo (-OH)

Contienen una ligadura C-0-C

Estructuras que contienen un grupo carboxilo (-COOH)
en el interior de una cadena de hidrocarburo

Son compuestos con un grupo carbonilo (-CO) al final de
una cadena de hidrocarburo

Contiene un grupo carbonilo entre la estructura del
hidrocarburo

Hexano, heptano

Benceno, tolueno,
xileno, etil-benceno,
propil-benceno
(alquilbencenos).
1,1,1-tricloroetano
(TCE), cloroformo,
fluorotil.
Ciclohexanos

Etanol, metanol

Dietil éter, isopropil
éter

Etil acetato, isopropil
acetato
Formaldehido,
acetaldehido
Acetona, meti- etil-
cetona,
ciclohexanona

Modificado de Ayres y Taylor, 1989.

2. GENERALIDADES

Los disolventes organicos, tal como el tolueno, forman parte de una

gran lista de inhalables de abuso que se encuentran tanto en productos

comerciales como industriales, los cuales incluyen pinturas, thinner,

adhesivos, pegamentos, gasolina, agentes de limpieza, entre otros (Arlien-

Soborg, 1992).

La inhalacion del vapor del tolueno es la principal fuente de

exposiciéon humana a este disolvente, la cual puede ocurrir durante la

produccion, transporte y uso de gasolina o de tolueno o por inhalacién

voluntaria. EI mayor riesgo de exposicion accidental al tolueno tiende a



ocurrir entre los pintores, fabricantes de tintes y los trabajadores de la
industria quimica y petroquimica. La exposicion de los consumidores
puede ocurrir a través del uso de los productos que contienen este
disolvente como la gasolina, los cosméticos, los adhesivos, el esmalte para

ufas, los quitamanchas, los tintes y el humo del cigarro (ATSDR, 2000).

Ademds de la exposicion ocupacional (Indulki et al., 1992), el
tolueno y otros disolventes relacionados son sujeto de abuso por via de la
inhalacién (Balster, 1998). El abuso de estos disolventes forma parte de un
serio problema social y médico de importancia mundial (Johnston et al.,
2003), que se ha convertido particularmente en un problema entre
adolescentes, especialmente en aquellos que viven en paises menos

desarrollados (Morton, 1987; Balster, 1997).

Segun la Encuesta Nacional de Adicciones (ENA) de 2008, el
consumo de drogas ilegales y médicas en la poblacién rural y urbana entre
12 y 65 anos de edad ha aumentado de un 5% observado en 2002 a un
5.7% en este periodo. Asimismo, se registré un aumento en el consumo
de las drogas ilegales (mariguana, cocaina y sus derivados, heroina,
metanfetaminas, alucindgenos, inhalables y otras drogas) de un 4.6 a 5.2%
entre esos mismos periodos.

Aunque la ENA muestra que la marihuana ha ocupado los primeros
lugares de preferencia entre la poblacién y que la cocaina desplaza a los
inhalables en la preferencia de uso, es importante sefialar que el abuso de
los inhalables ha ido en considerable crecimiento segun los datos

obtenidos a través de esta encuesta.



2.1 TOLUENO
2.1.1 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

CHa

C5H5CH3

Figura 1. Estructura quimica del tolueno

El tolueno, también conocido como toluol, fenilmetano,
metilbenceno, monometil benceno y metacido, a temperatura ambiente
es un liquido de color ambar claro de olor picante. Ademas, reacciona
fuertemente con una gran cantidad de quimicos, particularmente con
aquellos que se componen de nitrégeno y con algunos pldsticos (ATSDR,

2000; NTP, 2001). (Fig. 1, tabla 2).

Tabla 2. Propiedades quimicas del tolueno.

Peso molecular 92.14g/mol

Densidad 0.867 g/mL
Presion de vapor 28.4 mmHg a 259C
Solubilidad en agua 0.59 mg/mL a 25°C
Factor de conversién 1ppm = 3.77 mg/m?>

(25°C, 750 mmHg)




2.1.2 USOS

El tolueno es un hidrocarburo aromadtico parecido al benceno que
es usado principalmente como componente de la gasolina (92%), la cual
contiene de 5 a 7% de tolueno con respecto a su peso (ATSDR, 1989;
Verschueren, 1977). Este disolvente es usado también en la produccion de
una gran numero de quimicos industriales (benceno, tolueno disociado,
fenol, derivados bencilicos y benzoilicos, acido benzoico, nitrotolueno,
vinil tolueno y sacarina) y es un subproducto de la produccién de estireno
y en las operaciones de la quema de coque (combustible derivado del
carbdn). También, su demanda es cada vez mayor para la produccién de
pinturas, adhesivos, cosméticos, perfumes y anticongelantes (United

States Environmental Protection Agency, 1994).

2.1.3 FARMACOCINETICA

El tolueno entra a nuestro cuerpo cuando inhalamos sus vapores,
ingerimos alimentos o bebemos agua contaminada, cuando se trabaja con
sustancias que lo contienen, o bien cuando se usan productos cosméticos
gue contienen este disolvente, ya que es capaz de atravesar la piel y llegar
hasta el torrente sanguineo. Cuando esto ocurre, el tolueno es llevado
directamente hacia los pulmones y condiciones tales como la edad, el
sexo, la composicién corporal y el estado de salud intervienen en lo que
ocurrird una vez que el tolueno se encuentre en nuestro organismo

(ATSDR, 2000).

Seguln algunos estudios, se sugiere que el tolueno tiende a

acumularse mas en el cerebro que en el higado cuando la exposicidn es via



inhalacién, mientras que tras una exposicion via oral, el higado contiene la

mayor concentracion de tolueno (ATSDR, 2000).

El higado es el principal sitio donde se metaboliza el tolueno, lo cual
ocurre mediante reacciones de hidroxilacién y oxidacion para reducirlo a
acido benzoico. La conjugacion de la glicina con el acido benzoico para
formar acido hipurico constituye la principal ruta de desintoxicacion y

eliminacion del tolueno (ATSDR, 2000).

Estudios tanto en animales como en humanos han demostrado que
la mayoria del tolueno presente en el organismo es eliminado a través de
la orina, principalmente como metabolitos (Lof et al., 1990, 1993; Turkall
et al, 1991; Tardif et al.,, 1992, 1998). Una cantidad menor, pero
significativa de tolueno inhalado es eliminada en el aire exhalado
(Pellizzari et al., 1992; Monster et al., 1993). Turkall y colaboradores
(1991) estimaron que aproximadamente el 22% de una dosis oral Unica de
tolueno en ratas es eliminada al exhalar y que el resto se elimina
principalmente a través de la orina. Kostrzewski y Piotrowski (1991)
demostraron que la eliminacion inicial del tolueno, una vez terminada la

exposicion es rapida, en cuestion de pocos minutos.

2.1.4 MECANISMO DE ACCION

A pesar de su significativa incidencia de abuso, el mecanismo de
accion de los inhalables no se conoce del todo. Los efectos depresores del
sistema nervioso central (SNC) producidos por el etanol, agentes

anestésicos volatiles y los inhalables, sugieren la posibilidad de que estos



compuestos tengan un mecanismo de accion similar. Trabajos previos han
encontrado que canales idnicos activados por neurotransmisores pueden
ser sitios primarios de accién de los alcoholes y los agentes anestésicos

volatiles (Beckstead et al., 2000).

Se sabe que el tolueno actua sobre diferentes objetivos moleculares
con diferente afinidad y eficacia. El tolueno, al igual que el etanol, es un
depresor del SNC debido a su capacidad de bloquear el principal sistema
glutamatérgico excitatorio, al actuar como un antagonista no competitivo
del receptor NMDA (N-metil D-aspartato). Basado en su estructura
molecular, se han identificado muchos subtipos del receptor NMDA, entre
los cuales, aquellos canales formados por las subunidades NR1y NR2B son
las mas sensibles a los efectos inhibitorios del tolueno (Cruz et al., 2000).
El efecto inhibitorio sobre el receptor NMDA también ha sido reportado
para otros disolventes, incluyendo al benceno, al xileno, al TCE, al

etilbenceno y al propilbenceno (Cruz et al., 2000).

Otro efecto relevante del tolueno, el tricloroetileno y el TCE es que
aumentan la funcidén de dos receptores inhibitorios ligados a un canal
idnico: GABA, y glicina (Beckstead et al., 2000). En 2000, Beckstead y cols.
demostraron que el tolueno, el TCE y el tricloroetileno aumentan
significativa y reversiblemente la corriente idnica a través del receptor
para el acido y-amino butirico (GABA,) expresado en ovocitos de Xenopus
laevis. Por su parte, Lopreato y cols. (2003) reportaron que el tolueno, el
TCE y el tricloroetileno incrementan la corriente idnica activada por la
serotonina a través del receptor 5-HT;. Otros receptores inhibidos por el

tolueno son el receptor nicotinico a4, y aquellos formados por las



subunidades a5, este efecto fue visto también con el percloroetileno (Bale

et al., 2002, 2005).

La accion de los disolventes de abuso sobre los canales idonicos
dependientes de voltaje también han sido materia de investigacion. De
acuerdo con Tillar y cols. (2002), el tolueno inhibe los canales de calcio
sensibles al voltaje expresados en células de feocromocitoma de un modo
reversible y dependiente de la dosis. Estos efectos ocurren a
concentraciones micromoleculares que no comprometen la integridad de
la membrana celular y que son relevantes al abuso de disolventes. Se ha
reportado también, que el tolueno inhibe los canales cardiacos de sodio
(Nay 1.5) con un Clsy de aproximadamente 300 pg en ovocitos de Xenopus
(Cruz et al., 2003) y que estos efectos podrian ser responsables en parte,
por la accidn arritmogénica del tolueno (Bass, 1970; Taylor y Harris, 1970;

Shepherd, 1989; Wilcosky y Simonsen, 1991; Einav et al., 1997).

Ademas el tolueno puede excitar directamente a las neuronas
dopaminérgicas del area tegmental ventral, segin se ha observado en
registros de rebanadas de cerebro (Riegel et al., 2007); también puede
estimular células no dopaminérgicas in vitro (Riegel et al., 2007), pero no
in vivo (Riegel y French, 1999), sugiriendo que podria estar involucrado un
efecto depresor adicional al aumento de la inhibicién gabaérgica (Riegel et

al., 2004, 2007).
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2.2 EFECTO DE LOS DISOLVENTES DE ABUSO SOBRE EL
SNC

Los compuestos organicos volatiles, tal como el tolueno, comparten
diversos efectos con los depresores de SNC, como lo son el etanol, los
barbituricos, las benzodiacepinas (BZD) y los anestésicos volatiles (Evans y
Balster, 1991). Se sabe que los efectos conductuales producidos por estas
sustancias y otros disolventes de abuso son similares a aquellos
producidos por los depresores del SNC. Estos incluyen deterioro
psicomotor (Moser y Balster, 1986), excitacién seguida de una inhibicidon
de la actividad locomotora (Bushnell et al., 1985; Warren et al., 2000) y
pérdida de los reflejos y sedacidon (Tegeris y Balster, 1994). Ademas de
esto, los disolventes poseen efectos anticonvulsivantes y ansioliticos
(Echeverria et al., 1991; Wood et al., 1984) y poseen propiedades estimulo
discriminativas en ratas, al igual que el etanol (Rees et al., 1987).
Finalmente, el tolueno y otros disolventes producen efectos dependientes
de la concentracién sobre las medidas de la actividad cognitiva tanto en
animales (Bushnell et al., 1994) como en el hombre (Echeverria et al.,

1991).

2.2.1 EFECTOS CONDUCTUALES AGUDOS
EVALUACION DE PROPIEDADES ESTIMULO-DISCRIMINATIVAS
En estos experimentos se entrenan a los animales a lo largo de
varias sesiones para que discriminen entre los efectos de |Ia
administracion de un farmaco y la de un vehiculo. Después de recibir el
farmaco de referencia (por ejemplo, una BZD), el animal aprende a

presionar una palanca para obtener comida, mientras que después de la
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administracion del vehiculo la obtiene sdélo cuando presiona la otra
palanca. Tras varias sesiones de entrenamiento, los animales aprenden a
distinguir entre el estimulo que les produce el farmaco y el que perciben
con el vehiculo. En ese momento se prueba la sustancia en estudio con el
fin de determinar si los animales perciben sus efectos como similares o
diferentes a los del farmaco en entrenamiento. Si el de prueba produce un
estimulo similar al de entrenamiento, se dice que lo sustituye y se asume

gue sus efectos son similares (lversen e Iversen, 1981).

PROPIEDADES DE REFORZAMIENTO

Cuando un sujeto realiza una conducta que tiene como resultado un
efecto placentero o “recompensa”, la conducta se refuerza; es decir,

aumenta la probabilidad de que se repita (Nestler et al., 2001).

Existen varios modelos experimentales para analizar el efecto
reforzador de los farmacos: a) la autoadministracion; b) la preferencia

espacial condicionada; y ¢) la autoadministracién intracerebral.

En el modelo de la autoadministracion, se le coloca al animal un
catéter intranasal dentro de una camara con dos palancas y ahi se le
ensefia a asociar la administracién de vapores de disolventes con la accidon

de presionar una palanca en particular (Yanagita et al., 1970).

El modelo de preferencia espacial condicionada consiste en utilizar
una camara con dos compartimentos claramente distinguibles entre si
(cada uno con diferentes estimulos visuales y tactiles), donde se

condiciona al animal para que asocie un compartimento con la
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administracion de la droga de abuso y el otro con la administracion del

vehiculo (Stoleman, 1992).

El modelo de estimulacion intracraneal consiste en implantar un
electrodo en un area cerebral relacionada con el llamado “circuito de
recompensa” (sistema mesolimbico-dopaminérgico). Los animales
implantados se entrenan para asociar la accién de apretar una palanca con
la obtencién de un estimulo eléctrico intracraneal. Este estimulo activa el

circuito de recompensa, lo que se asocia con un efecto placentero.

EFECTOS SOBRE LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA ESPONTANEA

Se sabe que en concentraciones bajas el tolueno y el TCE aumentan
la conducta ambulatoria, mientras que en concentraciones altas la
disminuyen. Este patréon bifdsico sobre la conducta ambulatoria se ha
descrito también para otros depresores del SNC, como el etanol, las

benzodiacepinas y los barbituricos (Evans y Balster, 1991).
EFECTOS ANSIOLITICOS

Existen reportes que demuestran que los disolventes de abuso
producen efectos ansioliticos en diferentes modelos conductuales. En el
modelo Geller-Seifter — que consiste en inhibir una conducta previamente
aprendida (como apretar una palanca para obtener una recompensa)
mediante la aplicacidon de un estimulo aversivo (por ejemplo: un choque
eléctrico) —, los ansioliticos benzodiacepinicos restauran la conducta e
incrementan el numero de choques que recibe el animal. Lo mismo
sucede con el tolueno (Geller et al., 1983; Pdez-Martinez y Silvia Fihlo et

al., 1991).
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EFECTOS SOBRE NOCICEPCION

Se han empleado dos modelos experimentales para el estudio de
estos efectos. En el primer caso se coloca una pinza en el Ultimo tercio de
la cola del ratdn y se registra el tiempo en el que éste reacciona tratando
de liberarse de la presidn, ya sea mordiendo la pinza o con un latigazo de
la cola. En este modelo de mecano-nocicepcion, el tolueno tuvo un efecto

pronociceptivo, mientras que el TCE fue inactivo.

Por su parte, el modelo de la plancha caliente consiste en colocar a
un ratén en una superficie que se calienta a 53 £ 0.5 2Cy luego se registra
la latencia de presentacion de una respuesta caracteristica; en este caso,
lamerse las patas. Un incremento en la latencia de la respuesta se
considera como un efecto antinociceptivo, mientras que una disminucién
se considera como un efecto pronociceptivo. Los resultados indicaron que
el tolueno, el TCE, el ciclohexano y el etilbenceno poseen efectos
pronociceptivos, mientras que el hexano, el benceno ni el propilbenceno

carecieron de efecto (Cruz et al., 2001).

2.2.2 EFECTOS CONDUCTUALES CRONICOS

TOLERANCIA

Se define como tolerancia a la disminucion del efecto de un farmaco
después de administraciones repetidas o a la necesidad de usar dosis
cada vez mayores para poder obtener el efecto inicial (Goudi y Emmett-

Oglesby, 1989).
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Tras emplear el modelo conductual de campo abierto, Himnan
(1984) reportod el desarrollo de tolerancia a los efectos del tolueno en dos
conductas especificas: la ataxia y el nimero de rearings (conductas
exploratorias dirigidas al aire). La exposicién aguda a tolueno (2 500- 15
000 ppm/15min) disminuyd el nimero de rearings y aumento la ataxia. Sin
embargo, en animales expuestos repetidamente a este disolvente no se

observaron dichos efectos.
SENSIBILIZACION

Se conoce como sensibilizacion o tolerancia inversa al fendmeno
gue se produce cuando la administracion repetida de la misma dosis del
farmaco no disminuye el efecto sino que lo intensifica (Goudi y Emmett-

Oglesby, 1989).

Existen diversos estudios que reportan una sensibilizacion a los
efectos producidos por el tolueno. Por ejemplo, Arito y cols. (1985)
administraron tolueno por via intraperitoneal (i.p) aguda y con una
frecuencia crdnica, y observaron diferentes conductas como la actividad
locomotora y la ingesta de liquidos. En todos los casos se observé que la
administracion crénica del tolueno producia efectos mayores a la

administracion aguda.
DEPENDENCIA

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.

Sélo se dispone de un par de reportes sobre la dependencia fisica

producida por la administracion repetida de disolventes como el TCE y el
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tolueno. En el primer trabajo, se expuso a ratones a concentraciones de
500 a 4 000 ppm de TCE de manera continua durante cuatro dias. La
supresion de la administracion 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 (Pdez-Martinez et al., 2003).

Es importante sefalar que se encontré que la exposicion a tolueno,
asi como la administracion 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 cols. (2003)
reportaron que la administracion repetida de tolueno (250 ppm/4 dias)

produce también este sindrome de abstinencia.

2.2.3 EFECTO ANTICONVULSIVANTE

Con base en la similitud del perfil farmacoldgico de los disolventes
organicos y el alcohol, desde 1984 se estudidé la posible actividad
anticonvulsivante de algunos disolventes. Para ello se utilizd como agente
proconvulsivante el pentilentetrazol (PTZ), un antagonista del receptor
GABA,, que produce convulsiones clonico-ténicas a los pocos segundos de
su administracién. En estos 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, incrementan la latencia de presentaciéon de
convulsiones y protege contra los efectos letales del PTZ (Wood et al.,

1984).
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3. RECEPTOR GABA

Los receptores GABA vy glicina constituyen el mayor sistema de
neurotransmisores inhibitorios en el cerebro y en columna vertebral,
respectivamente, formando una superfamilia de receptores multiméricos
gue poseen diversos grados de homologia en sus secuencias de

aminoacidos (Ortells y Lunt, 1995).

Los receptores GABA han sido clasificados en tres subtipos

basandose, respectivamente, en sus propiedades farmacoldgicas:

o GABA,: receptor/canal que es inhibido por la bicuculina
(Curtis et al., 1970).

o GABAg: receptor sensible al antagonista baclofeno (Hill y
Bowery, 1981).

o GABA(: receptor/canal sensible tanto a la bicuculina como al

baclofeno (Johnston, 1994; Bormann y Feigenspan, 1995).

Tanto el receptor GABA, como el GABA: forman canales de cloruro
activados por ligandos, mientras que el GABAg pertenece a la familia de
los receptores acoplados a proteinas G, ademds de estar acoplado a los

canales de K"y Na* (Davies et al., 1997; Cutting et la., 1991).

El receptor GABA, puede estar compuesto de diferentes
subunidades (a, B, v, €& y m), que se coensamblan para formar una
estructura heteromérica (Delorey y Olsen, 1992). Se piensa que la
mayoria de los receptores nativos GABA, contienen las subunidades a, f3, v

(McKernan y Whiting, 1996).

El receptor GABA, esta ligado a un canal de cloruro (Cl') y media la

transmision sindptica inhibitoria rapida en el SNC de los mamiferos
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(Barnard et al., 1998). Cuando es activado, el canal de Cl" del receptor se
abre y se produce una entrada de Cl al interior de la célula y la neurona se
hiperpolariza. Dicho receptor posee una gran variedad de sitios de unién
alostéricos, a través de los cuales diferentes farmacos pueden modular la
corriente de CI' mediada por GABA. Las benzodiacepinas y los barbituricos
son conocidos por potenciar dicha corriente de manera alostérica (Hevers
y luddens, 1998). Por el contrario, farmacos convulsivantes, como la
picrotoxina (PTX), el TBPS y muchos insecticidas son conocidos por

deprimir la corriente mediada por GABA (Bloomquist, 1996) (Fig. 2).

GABA
Agonistas
Antagonistas

Barbitlricos
Depresores

Benzodiacepinas
Agonistas (depresores)
Antagonistas
Agonistas inversos

Esteroides
Anestésicos

Picrotoxina

Convulsivantes

Canal de Depresores
cloro

Figura 2. Modelo estructural del receptor GABA,. En la figura se muestran los sitios de
unién para algunas sustancias como benzodiacepinas, barbituricos y anestésicos
(Siegel et al., 1999).
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3.1 RECEPTOR GABA, Y CONVULSIONES

El término convulsién se refiere a un trastorno transitorio del
comportamiento, causado por la activacion desordenada, sincrénica y

ritmica de poblaciones enteras de neuronas cerebrales.

Se considera que las convulsiones se originan en la corteza cerebral,
y no en otras estructuras del SNC, como talamo, tallo encefdlico o
cerebelo. La funcién primordial de la sinapsis para mediar la comunicacion
entre las neuronas en el encéfalo de mamifero sugiridé que la funcién
sindptica defectuosa podria originar convulsiones, es decir, cabria esperar
gue la reduccidn de la actividad sinaptica inhibitoria y el fomento de la
actividad sindptica excitatoria desencadenaran una crisis convulsiva;
estudios farmacoldgicos acerca de las convulsiones dieron cierto apoyo a

este concepto.

Los neurotransmisores que median de manera global la transmision
sinaptica en el cerebro del mamifero son aminoacidos, teniendo al acido y
aminobutirico (GABA) y al glutamato como principales neurotransmisores
inhibitorios y excitatorios, respectivamente. Los estudios farmacoldgicos
pusieron en claro que los antagonistas del receptor GABA, o los agonistas
de diferentes subtipos de receptores glutamatérgicos (N-metil-D-
aspartato , acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propidnico

o 4acido kainico) desencadenan convulsiones en animales de
experimentacion in vivo. A la inversa, los agentes farmacoldgicos que
estimulan la inhibicién sindptica mediada por el GABA inhiben las
convulsiones en diversos modelos. Los antagonistas del receptor

glutamatérgico bloquean también las convulsiones en varios modelos,
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entre ellas las evocadas por electrochoque y por convulsivantes quimicos

como pentilentetrazol (PTZ) (Charney, 2007).

La activacién del receptor GABA, conduce a la apertura de su canal
ionico con un incremento en la conductancia a ClI, resultando en un
potencial postsinaptico inhibitorio. Diversos modelos experimentales de
epilepsia o de incremento en la susceptibilidad a convulsiones han
demostrado que la presentacion de convulsiones parece estar asociada
con una variacion de los receptores GABA, ya sea en funcién o en nimero
(Loscher y Schwark, 1985; Olsen et al., 1985; Yu et al., 1986; Spreafico et
al., 1993). A la inversa, la ocurrencia de la actividad convulsiva puede
afectar al receptor GABA, (Shin et al., 1985; Corda et al., 1990; Titulaer et
al., 1994) (Fig. 3)

GABA

7 Semialdehido
g succinico
< 1
5 4
/

Metabolitos

Figura 3. Transmisidn sindptica incrementada del receptor GABA,. En presencia del
GABA, el receptor GABA, (estructura del lado izquierdo) se abre, lo cual permite la
entrada del ClI", que a su vez incrementa la polarizaciéon de la membrana, algunos
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anticonvulsivos (cuyos nombres se indican con letra azul) actuan mediante la
reducciéon del metabolismo del GABA

3.2 AGENTE CONVULSIVANTE
3.2.1 PENTILENTETRAZOL (PTZ)

El PTZ es un estimulante del SNC, que se usa desde hace muchos
aflos en modelos experimentales de epilepsia (Everett y Richards, 1944;
Orloff et al., 1949; Swinyard, 1949; Swinyard et al., 1952) debido a su
efecto convulsivante en ratas y ratones (Yonekawa et al., 1980; Corda y

Biggio, 1986).

3.2.1.1 MECANISMO DE ACCION

El mecanismo por el cual el PTZ produce actividad convulsiva aun no
se define completamente. Las convulsiones suscitadas por el PTZ parecen
ser diferentes a aquellas ocasionadas por la estricnina, pero similares a
aquellas producidas por la picrotoxina (Woodbury, 1980). Aunque se ha
reportado que el PTZ actua mediante diversos mecanismos (Woodbury,
1980), existe evidencia en la que se indica que podria actuar mediante la
inhibicidn de la transmisidn inhibitoria mediada por GABA. Por lo tanto se

ha reportado que el PTZ:

i. Inhibe las respuestas mediadas por GABA en cultivos de
neuronas de mamiferos (MacDonald y Barker, 1977).
ii. Reduce la duracidn del potencial inhibitorio postsinaptico en

rebanadas de corteza olfativa (Scholfield, 1980).
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iii. Bloquea las respuestas del GABA en el nucleo cuneiforme
(Simmonds, 1978; 1982).
iv. Bloquea la neurotransmisién (incluyendo al GABA) inducida

por la conductancia a Cl" (Pellmar y Wilson, 1977).

Se sabe que el PTZ inhibe los canales activados por GABA
(Macdonald y Barker, 1978). Los estudios iniciales de union de
radioligando sugirierén que el sitio de accion del PTZ era el mismo sitio en
el receptor GABA, que para las benzodiacepinas (Rehavi et al., 1982).
Estudios de unidn subsecuentes, indican que el sitio de accién del PTZ es
probablemente el sitio del receptor para la picrotoxina (Ramamjaneyulu y

Ticku, 1984; Squires et al., 1984).

Ademas, las BZD, que actuan facilitando la transmision GABAérgica,
antagonizan las convulsiones inducidas por PTZ (Tallman et al., 1980). Por
otro lado, se ha demostrado también, que el PTZ inhibe competitivamente
la unién de las BZD (Muller et al., 1978; Marangos et al., 1979; Rehavi et
al., 1982).

3.2.1.2 CONVULSIONES INDUCIDAS POR PTZ

Tras la administracion del PTZ, el raton experimenta una serie de
signos convulsivos, dicha actividad es definida mediante un criterio similar
al de Orloff y col., 1949, en la cual la secuencia de las convulsiones

inducidas por PTZ, se dividen en 3 fases (Wayne D., et al, 1980):

I.  Mioclonias (MC): Se define como un espasmo repentino e

involuntario de un musculo o grupo de ellos.
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II.  Convulsidon clénica (CC): Manifestada por espasmos clénicos y

con frecuencia seguida por estupor o una postura inusual.

lll.  Convulsidn cldnico-ténica (CCT): Esta es una extension,

usualmente letal, de las CC.

3.3 AGENTE ANTICONVULSIVANTE
3.3.1 DIAZEPAM

Figura 4. Estructura quimica del Diazepam

La observacion de que las drogas sedantes-hipnodticas, las cuales
estan clasificadas conductualmente como depresoras del SNC, podian
aumentar las propiedades inhibitorias del GABA, se establecid por primera
vez en 1975, usando técnicas electrofisioldgicas, tanto para BZD como

para barbituricos (Steven, 1995).

En la actualidad, se tiene claro que la mayoria de las acciones
mediadas por las BZD, como son, su efecto ansiolitico, anticonvulsivante,
relajante muscular y propiedades anestésicas-sedantes, son mediadas por
los receptores benzodiacepinicos. Ademas, se ha demostrado que los
receptores benzodiacepinicos, descubiertos en 1977, son en realidad los

receptores GABA, (Steven M. Paul, 1995).
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Aunque las BZD y los barbituricos se unen al receptor GABA, para
potenciar la respuesta mediada por GABA, lo hacen de diferente manera.
Los barbituricos presentan una accidn dual al unirse al receptor GABA, que
media la conductancia del ion CI" (Steven M. Paul, 1995). A bajas
concentraciones (subanestésicas), los barbituricos aumentan la afinidad
del receptor GABA, por el GABA e incrementan el tiempo de apertura del
canal inducido por GABA. A altas concentraciones (anestésicas), los
barbituricos incrementan directamente la apertura del canal, incluso en la
ausencia de GABA. Por otro lado, las BZD no tienen efecto directo sobre la
apertura del canal, sino que sélo incrementan la afinidad del receptor por
el GABA, asi como la frecuencia de apertura del canal activado por GABA

(Steven M. Paul, 1995).

Se tiene bien establecido que la administracién sistémica de
diazepam produce un efecto rdpido anticonvulsivante cuando se
administra durante episodios de convulsiones. En su mayoria el diazepam
y otras BZD producen su efecto farmacoldgico modulando al complejo del
receptor GABA,-BZD de manera alostérica, para producir una
neurotransmision inhibitoria mediada por GABA en el SNC (Macdonald
and Olsen, 1994; Costa and Guidatti, 1996; HoogerKamp et al, 1996).
Ademas, se ha sugerido que parte del mecanismo de accion de las BZD
estd mediado por un incremento en la concentracién de adenosina (Phillis

and O’Regan, 1988).



Tabla 3. Informacién general del diazepam.

COMPUESTO

(NOMBRE
COMERCIAL)

Diazepam

(VALIUM,
otros)

VIA DE EJEMPLO DE COMETARIOS
ADMINISTRACION  APLICACIONES
TERAPEUTICAS+

Oral, IM, IV, rectal Transtornos de Benzodiacepina
ansiedad, prototipica
estado
epiléptico,
relajacién del
musculo
estriado,
premedicacion
anestésica.

24

DOSIFICACUON
SEDANTE E
HORAS  HIPNOTICA
ORDINARIA

(mg)

43+  5-10, tid-qid*
13

IM, inyeccion intramuscular; IV, administracion intravenosa; tid, tres veces al dia; qid,
cuatro veces al dia. *Aprobado como sedante-hipnético solo para el tratamiento de la
supresion de alcohol; las dosis en el individuo no tolerante serian menores.
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Il. JUSTIFICACION

De acuerdo con reportes de la literatura, se sabe que el tolueno, asi
como otros disolventes de abuso, producen un efecto depresor del SNC, al
igual que el etanol, los barbituricos y las BZD. Basandose en la similitud en
su perfil farmacoldgico, se propuso que posiblemente el tolueno podria

presentar un efecto anticonvulsivante.

Investigaciones posteriores sugirieron que el mecanismo de accion
del tolueno es similar al de los depresores del SNC, es decir, actua
blogueando a los receptores glutamatérgicos excitatorios del tipo NMDA y
aumentando la funcion inhibitoria de los receptores GABA, y glicina. De
acuerdo a estudios in vitro se ha visto que el tolueno tiene la capacidad de
incrementar la actividad de los receptores GABA,, produciendo asi su
efecto depresor, lo cual también apoya el efecto anticonvulsivante del

tolueno.

Por otro lado, se tiene bien establecido que el efecto
anticonvulsivante del diazepam es mediado principalmente a través del
receptor GABA, y que dicha unidon aumenta la afinidad del receptor por el

GABA.

Con base a lo anterior, en el presente proyecto proponemos que el
tolueno podria tener un efecto protector ante las convulsiones inducidas
por PTZ en ratas y que ademas dicho efecto podria verse potencializado al

coadministrar el disolvente con el DZP.
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Il. HIPOTESIS

La coadministracién de tolueno y DZP producira una
potenciacion del efecto anticonvulsivante ante las convulsiones

inducidas por PTZ.
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IV. OBIJETIVOS
1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la coadministracion de tolueno y DZP sobre las

convulsiones inducidas por PTZ.

2. OBJETIVOS PARTICULARES

o Estudiar el efecto de la administracion de una dosis convulsivante

100 de PTZ en ratas.

o Estudiar el efecto de la administracion de una dosis sub-efectiva de

DZP sobre las convulsiones inducidas por PTZ en ratas.

o Estudiar el efecto de la administracion de una concentracion sub-
efectiva de tolueno sobre las convulsiones inducidas por PTZ en

ratas.

O Determinar el efecto producido por la administracion simultanea de
dosis sub-efectivas de tolueno y DZP, sobre las convulsiones

inducidas por PTZ en ratas.
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V. MATERIALES Y METODOS

1. ANIMALES

Se emplearon ratas Wistar macho con un peso aproximado de 200 a
250 g, las cuales se mantuvieron bajo un ciclo contralado 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

o Se empled el tolueno como disolvente de abuso representativo. Los
animales se expusieron a concentraciones sub-efectivas de 1000 6

2000 ppm de tolueno.

o Se utilizd PTZ como agente convulsivante, este agente se disolvid en
solucion salina y se administrd por via i.p. en un volumen de 0.1

ml/100g del peso de la rata.

o Se utilizé el DZP como agente anticonvulsivante, este agente se disolvid
en solucién salina con una cuarta parte de propilenglicol vy se
administré por via i.p. en un volumen de 0.1 ml/100g del peso de la

rata.
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3. EXPOSICION AL DISOLVENTE

Se utilizd una cdmara de exposicidon estatica de cristal con forma
cilindrica con un volumen de 22.75 L (Fig. 5). Esta cdmara 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 el disolvente.

Para llevar a cabo la exposicion, cada rata se coloca de manera
individual dentro de la camara, la tapa se cierra de manera hermética y
posteriormente una cantidad determinada de disolvente se inyecta sobre
el papel filtro y el ventilador se enciende a fin de permitir la inmediata
evaporacion y distribucion homogénea del disolvente. La concentracion de
vapor deseada se alcanza en un tiempo menor a 1 minuto (min) y

permanece constante durante el tiempo de exposicién (30 min).



Figura 5. CAmara de exposicion estatica.

30



31

Para calcular el volumen de tolueno que es necesario administrar en

la cdmara, se utilizé la siguiente ecuacion (Nelson, 1971):

Donde:

= volumen de disolvente que se necesita inyectar para obtener la

concentracion deseada (ml).
= peso molecular del disolvente (g/mol).
= concentracion deseada (ppm).
= volumen de la cdmara de exposicion (L).
= densidad del disolvente.
= presion atmosférica (atm).
= constante general de los gases (L atm mol™ K™).

= temperatura absoluta (K).
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4. PROTOCOLOS EXPERIMENTALES
4.1 PROTOCOLO 1. GRUPO CONTROL
ADMINISTRACION DE PTZ

Se colocd cada rata en el interior de la camara de exposicidén
estatica durante 30 min, exponiéndose sdélo a aire. Terminado este
tiempo, se le administré el agente convulsivante (PTZ) i.p. (50 mg/kg) vy se
volvid a introducir al animal en la camara exponiéndolo sélo a aire
nuevamente, durante este lapso (30 min) se observaron y registraron los

signos convulsivos que presentdé el animal.

4.2 PROTOCOLO 2. ADMINISTRACION DE DZP Y PTZ.

Se le administré a cada rata el diacepam por via i.p. (0.3 mg/kg) e
inmediatamente después se introdujo en la cdmara de exposicion estatica
donde se expuso sélo a aire (30 min). Terminado este periodo de tiempo
se le administro el agente convulsivante via i.p e inmediatamente después
se le colocd en la cdmara de exposicion estatica donde fue expuesto

solamente a aire (30 min) y se evalué la presencia de signos convulsivos.
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4.3 PROTOCOLO 3. EXPOSICION TOLUENO Y PTZ

Se expuso cada rata al tolueno (1000 6 2000 ppm) durante 30 min,
una vez transcurrido este tiempo se sacd de la camara y se le administré
PTZ (50 mg/kg) e inmediatamente después se le introdujo nuevamente a
la cdmara en donde se le volvio a exponer a tolueno (1000 6 2000 ppm)

durante otros 30 min para evaluar la presencia de signos convulsivos.

4.4 PROTOCOLO 4. EXPOSICION AL TOLUENO Y
ADMINISTRACION DZP Y PTZ.

Se le administré a cada rata diacepam por via i.p (0.3 mg/kg) e
inmediatamente después se introdujo en la camara para exponerla a
tolueno (1000 6 2000 ppm) durante 30 min, una vez transcurrido este
tiempo se sacd de la camara y se le administrd PTZ (50 mg/mkg) e
inmediatamente después se le introdujo nuevamente a la cdmara en
donde se le volvidé a exponer a tolueno (1000 6 2000 ppm) por otros 30

min para evaluar si existe la presencia de signos convulsivos.

VI. VARIABLES EVALUADAS
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Las variables que se evaluaron en los cuatro protocolos fueron:

o Latencia para la presentacién de mioclonias (MC).

o Latencia para la presentacién de convulsiones clénicas (CC).

o Latencia para la presentacion de convulsiones clonico-tdnicas (CCT).

o El porcentaje de animales que presentaron convulsiones clénico-
tonicas.

o Elndmero de episodios presentados de MC, de CCy de CCT.

Cuando el animal no presenté algun signé convulsivo, se asigné

como latencia el punto de corte del experimento (30 min).

VIl. ANALISIS DE DATOS

Para comparar el porcentaje de animales que presentaron
determinados signos convulsivos en diferentes grupos experimentales, se
utilizé la prueba exacta de Fisher. Para comparar si existen diferencias
significativas entre las latencias para la presentacion de convulsiones y en
el nimero de signos convulsivos se utilizd la prueba t-student. En todos los
casos, se considerd que las diferencias eran estadisticamente significativas

con un valor de p < 0.05.

VIIl. RESULTADOS
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1. EFECTO DE LA EXPOSICION A TOLUENO (1000 6 2000
PPM) Y DE LA ADMINISTRACION DE DZP SOBRE LAS
CONVULSIONES INDUCIDAS POR PTZ

En las figuras 6 y 7 se muestra el porcentaje de animales que
presentaron convulsiones CCT bajo los distintos tratamientos a los que
fueron sometidos (aire o tolueno y tolueno y/o DZP). En la figura 6 se
observa el efecto producido por la exposicion de ratas a 2000 ppm de

tolueno, mientras que en la figura 7 se utilizé una concentracidon de 1000

Claramente se puede observar en la figura 6 que la pre-exposicion a
tolueno 2000 ppm generd una proteccidon completa sobre las CCT
inducidas por una dosis convulsivante 100 de PTZ (50 mg/kg) y que la
administracion de DZP (0.3 mg/kg) no tuvo un efecto protector sobre las
CCT cuando los animales se pre-expusieron a tolueno y ademas de les
administré DZP, se observé el mismo resultado que con la pre-exposicion
a tolueno, es decir, hubo una proteccion completa en contra de las CCT
inducidas por PTZ, por lo que no fue posible apreciar el efecto de Ia

combinacion del disolvente y la benzodiacepina.

Por otro lado, con la pre-exposicién a 1000 ppm de tolueno (fig. 7)
la proteccidon total desaparece, ya que se obtuvo sélo un 10% de
protecciéon contra las CCT. Sin embargo, administrar de manera conjunta
tolueno y DZP (0.3 mg/kg) generd una buena proteccidn del 90% en contra
de las CCT inducidas por el convulsivante, observandose una potenciacion
del efecto anticonvulsivante, ya que el tolueno y el DZP de, de manera
individual, previnieron 10 y 30%, respectivamente, la presentacién de CCT,

por lo que la proteccién esperada de la suma de los efectos del disolvente
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y la BZD corresponde a un 40%, mientras que el efecto observado fue de

un 90% de proteccion.

100 -
5 80 -
O
c
©
5
2 60
a
9]
z
%] 40'
©
©
a
*© 20 A
0




37

Figura 6. Efecto del tolueno (2000 ppm) y/o DZP (0.3 mg/kg) sobre el porcentaje de ratas que

presentaron CCT inducidas por PTZ (50 mg/kg). * p<0.01 Tolueno vs Control, Tolueno vs
Dzp; ** p<0.01 Tol+Dzp vs Control, Tol+Dzp vs Dzp; prueba exacta de Fisher. n = 10.
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Figura 7. Efecto del tolueno (1000 ppm) y/o DZP (0.3 mg/kg) sobre el porcentaje de ratas que
presentaron CCT inducidas por PTZ (50 mg/kg), * p < 0.05 Control vs Tol+Dzp, Dzp vs Tol+Dzp;
** p<0.01 Tol vs Tol+Dzp; prueba exacta de Fisher. n = 10.
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2. EFECTO DE LA EXPOSICION A TOLUENO (1000 6 2000
PPM) Y DE LA ADMINISTRACION DE DZP SOBRE LA
LATENCIA DE PRESENTACION DE MC

En la figura 8 se observa el efecto de la pre-exposiciéon de tolueno y
de la administracion de DZP (0.3 mg/kg), solos o en combinacion, sobre la
latencia de presentacion de MC inducidas por PTZ. Se aprecia que, al
seguir el protocolo de pre-exposicion a tolueno, disminuye la latencia de
aparicion de las MC en comparacion con el tiempo registrado para el
grupo control, siendo también menor que la latencia producida por la
administracion de DZP (0.3mg/kg). En contraste, al administrar la
combinacion de tolueno y DZP (protocolo 4), aumenté la latencia para la

aparicion de las MC.

En la figura 9, que corresponde a la administracion de tolueno a una
concentracion de 1000 ppm, el tolueno disminuye la latencia de aparicién

de las MC con respecto al grupo control y el DZP la aumenta.

Sin embargo, a diferencia de lo observado en la figura 8, en la figura
9 se observa que la latencia registrada para la combinaciéon de tolueno y
DZP (protocolo 4) es mayor que la de la pre-exposicién a tolueno, pero
menor que la de la administracién de DZP; no obstante, las diferencias no

fueron estadisticamente significativas.
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Figura 8. Efecto del tolueno (2000 ppm) y/o DZP (0.3 mg/kg) sobre la latencia de aparicidn de
MC inducidas por PTZ (50 mg/kg). * p < 0.05. n = 10.
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Figura 9. Efecto del tolueno (1000 ppm) y/o DZP (0.3 mg/kg) sobre la latencia de aparicién de
MC inducidas por PTZ (50 mg/kg). n = 10.
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3. EFECTO DE LA EXPOSICION A TOLUENO (1000 6 2000
PPM) Y DE LA ADMINISTRACION DE DZP SOBRE EL
NUMERO DE MC

En la figura 10 y en la figura 11 se observa que la exposicién a
tolueno aumentd el nimero de MC en comparacidén con su respectivo

grupo control, mientras que la administracién de DZP, las disminuy®d.

Por otro lado, al coadministrar tolueno 2000 ppm y DZP (0.3 mg/kg),
el numero de MC disminuyd; sin embargo, este efecto fue similar al de la
administracion de DZP solo (fig. 11). Por su parte, la combinacion de
tolueno 1000 ppm y DZP mostrd una tendencia a aumentar el nimero de
MC con respecto a la administracion de DZP y a disminuirlas en

comparacion con el grupo pre-expuesto a tolueno 1000 ppm.
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Figura 10. Efecto del tolueno (2000 ppm) y/o DZP (0.3 mg/kg) sobre el nimero de MC
inducidas por PTZ (50 mg/kg). * p<0.05 Tolueno vs Dzp. n = 10.
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Figura 11. Efecto del tolueno (1000 ppm) y/o DZP (0.3 mg/kg) sobre el nimero de MC
inducidas por PTZ (50 mg/kg). Para cada grupo n = 10.
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4. EFECTO DE LA EXPOSICION A TOLUENO (1000 6 2000
PPM) Y DE LA ADMINSTRACION DE DZP SOBRE LA
LATENCIA DE PRESENTACION DE CC

En la figura 12 y 13 se muestra el efecto de la exposicion a tolueno y
de la administracion de DZP, solos o en combinacién, sobre la latencia de
presentacion de CC. En la figura 12 se observa que el tolueno, a una
concentracion de 2000 ppm, retarda la presentaciéon de CC con respecto al
grupo control, mientras que el DZP y la combinacion de tolueno y

diacepam no parecen modificar la latencia para presentacion de CC.

En contraste, la pre-exposicidon a tolueno a una concentracion de
1000 ppm (fig.13) parece tener un efecto inverso al de la concentracién de
2000 ppm (fig. 12), ya que el disolvente disminuye la latencia para la
aparicion de CC con respecto al grupo control, pero con la co-
administracion de tolueno y diacepam se retarda la presentacion de CC, al

compararlo con el grupo que solamente fue expuesto a tolueno.
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Figura 12. Efecto del tolueno (2000 ppm) y/o DZP (0.3 mg/kg) sobre la latencia de aparicion de
CC inducidas por PTZ (50 mg/kg). n = 10.
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Figura 13. Efecto del tolueno (1000 ppm) y/o DZP (0.3 mg/kg) sobre la latencia de aparicion de
CC inducidas por PTZ (50 mg/kg). * p < 0.05. n = 10.
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5. EFECTO DE LA EXPOSICION A TOLUENO (1000 6 2000
PPM) Y DE LA ADMINISTRACION DE DZP SOBRE EL
NUMERO DE CC

Con respecto al numero de CC que presentaron los animales bajo
los distintos protocolos, se observd que la inhalacién de tolueno (2000
ppm) mostré una tendencia a disminuir el nimero de de CC inducidas por
PTZ; en contraste, la combinacidon de tolueno y DZP parece aumentar el
numero de CC, sin embargo, las diferencias no son estadisticamente

significativas.

Por su parte, ni la pre-exposicion a tolueno 1000 ppm, ni la
administracion de DZP modifican el nimero de convulsiones con respecto
al grupo control. Solamente la combinacion de tolueno y DZP tiende a
disminuir el niumero de CC, al compararlo con el grupo control y los grupos

tratados unicamente con el disolvente o la BZD.
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Figura 14. Efecto del tolueno (2000 ppm) y/o DZP (0.3 mg/kg) sobre el nimero de CC inducidas
por PTZ (50 mg/kg). n = 10.
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Figura 15. Efecto del tolueno (1000 ppm) y/o DZP (0.3 mg/kg) sobre el nimero de CC inducidas
por PTZ (50 mg/kg). n = 10.
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6. EFECTO DE LA EXPOSICION A TOLUENO (1000 6 2000
PPM) Y DE LA ADMINISTRACION DE DZP SOBRE LA
LATENCIA DE PRESENTACION DE CCT

En la figura 16, donde se utilizd6 una concentracién de tolueno de
2000 ppm, se observa que tanto con la exposicion al tolueno, como con la
combinacion de tolueno y DZP, no se produjeron CCT, por lo que la
latencia representada en la grafica corresponde al punto de corte del
experimento (30 min). Por su parte, la administracion de DZP no modifico

la latencia para la presentacion de CCT.

En contraste, la pre-exposicion a tolueno 1000 (fig. 17) ppm produjo
una tendencia a disminuir la latencia para la produccién de CCT y la
combinacion del disolvente y el DZP aumentd aproximadamente al triple

el tiempo necesario para la presentaciéon de CCT.
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Figura 16. Efecto del tolueno (2000 ppm) y/o DZP (0.3 mg/kg) sobre la latencia de aparicion de
CCT inducidas por PTZ (50 mg/kg). n = 10.
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Figura 17. Efecto del tolueno (1000 ppm) y/o DZP (0.3 mg/kg) sobre la latencia de aparicion de
CCT inducidas por PTZ (50 mg/kg), * p > 0.05 control vs Tol+Dzp, Tol vs Tol+Dzp ; ** p > 0.01

Dzp vs Tol+Dzp. n = 10.
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IX. DISCUSION

Durante varios afos se han llevado a cabo estudios de los efectos in
vivo de la exposicion a disolventes organicos industriales, pudiéndose

dividir los modelos animales en dos categorias:

a. Aquellos que imitan las condiciones de exposicion
ocupacional.

b. Aquellos que imitan las condiciones de abuso.

En el primer caso, el animal es expuesto a bajas concentraciones del
disolvente durante un periodo prolongado (varios dias o semanas), por 6 a
8 h (Bukowski, 2001; Ritchie, et al., 2001). Los niveles bajos equivalen a
concentraciones menores a los 1000 ppm, aunque esto depende del
disolvente. Este modelo es una réplica efectiva de la exposicion humana a

los disolventes en el ambito ocupacional.

Otro modelo animal puede ser usado para imitar las condiciones en
las que se abusa de los disolventes. En humanos, la exposicion a los
disolventes durante episodios de abuso dura pocos minutos (<10 min) e
involucra altas concentraciones (>6000 ppm, dependiendo del disolvente).
Los modelos animales confiables de exposicion a disolventes que siguen

ese patron poseen las siguientes caracteristicas:

I.  Administracion via inhalacion.
II. Una rapida entrada de altas concentraciones al
torrente sanguineo.

lll.  Exposiciones breves.

Para aquellos experimentos en los que se ha tratado de representar

ya sea a la exposicion ocupacional o a la de abuso, se han usado camaras
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de exposicion estaticas y dinamicas para hacer circular el vapor del

disolvente.

Los sistemas estdticos son relativamente simples y baratos, sélo se
requiere colocar al animal con una concentracidon ya establecida del
disolvente dentro de una cdmara sellada herméticamente durante un
periodo especifico de tiempo. El disolvente es colocado a través de un
puerto de inyeccidn sobre un papel filtro o una toalla de papel, el cual esta
fijo dentro de la camara y es volatilizado y distribuido por un ventilador
que se encuentra montado en la tapa de la cdmara de exposicién (Bowen
y Balster, 1996; Bowen, et al., 2005). Una limitante del sistema estatico es
que el nivel del didxido de carbono (CO,) puede acumularse con el tiempo,
pero esto puede minimizarse si la exposicion del animal se realiza durante
periodos cortos de tiempo en cdmaras de exposicion lo suficientemente
grandes y/o realizando mediciones del interior de la cdmara para

confirmar que no ocurra una intoxicacion por CO,.

En las camaras de exposicidon dinamica se minimiza la posibilidad de
acumulacién de CO, y tienen la ventaja de que pueden ser usadas por
periodos largos de exposicion al vapor del disolvente. En este sistema, el
animal es colocado dentro de una cdmara sellada herméticamente la cual
se une a un puerto de salida y una de entrada. Una corriente constante de
aire mezclado con la concentracion deseada del disolvente es bombeada
al interior de la cdmara a través del puerto de entrada y posteriormente es
evacuada a través del puerto de salida (Bowen y Balster, 1998). Por lo

tanto, el sistema dinamico permite:

I.  Unrapidoinicioy final de la exposicion.

II.  Eluso de camaras mas pequefias.
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[ll.  Un cambio rdpido en la concentracion del disolvente al que el

animal esta expuesto sin una manipulacion excesiva de él.

Apoyados en la informacién anterior, para el presente trabajo se
utilizaron cdmaras de exposicidon estdtica, debido a que el tiempo de
exposicion del animal al disolvente es breve y las caracteristicas fisicas de
la cdmara son las necesarias para evitar la acumulacion de CO, en ella y
evitar que los resultados se vean alterados o bien que ocurra una

intoxicacion del animal por dicha acumulacion.

Los tetrazoles, como el PTZ, pueden producir convulsiones al actuar
sobre el sitio sensible a la picrotoxina del complejo del receptor GABA-
benzodiacepinas (Ramanjaneyulu et al., 1984), inhibiendo el incremento
en la conductancia a cloro inducida por el GABA, en cultivos de neuronas

de corddn espinal de ratdn (De Deyne y MacDonald, 1989).

Para el presente trabajo, se utilizd un modelo experimental de
convulsiones inducidas por PTZ, un antagonista del receptor GABA, que,
como se menciond anteriormente, actua en el sitio de unién de la PTX
(Ramanjaneyulu et al., 1984; Dibas y Dillon, 2000) y que es uno de los
compuestos de eleccion para el cernimiento de farmacos

anticonvulsivantes.

Los signos convulsivos que se observaron en los animales después
de la administracion i.p. de PTZ fueron MC, CC y CCT. La descripcién de
estas observaciones fueron similares a las descritas por Wayne., et al, en
1980. La dosis de PTZ utilizada en nuestro trabajo para generar las
convulsiones en rata fue la dosis minima para producir convulsiones en la

mayoria de las ratas (DE;) y la dosis mas baja capaz de producir la muerte

(DLmin)-
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Los resultados obtenidos para el protocolo 1 (administracion de
PTZ), fueron similares a los obtenidos por James et al. (1980), quienes
encontraron que, tras la administracion Unica de una dosis convulsivante
de PTZ (100 mg/kg) i.p., se produjeron, en todos los ratones, MC
generalizadas aproximadamente 60 seg después de su administracion, las
cuales fueron seguidas, rapidamente por CC generalizadas. Después de
varias MC y CC adicionales, mas del 90% de los animales presentaron una
convulsion clénico-ténica dentro de los 4-10 min posteriores a la
administracion de PTZ, a diferencia de nuestros resultados, por lo general,

morian inmediatamente después.

Algunas diferencias de nuestro trabajo con el de James et al.,,
(1980), es que en su trabajo los animales empleados fueron ratones, en
los cuales las dosis administradas causaron convulsiones clénico-ténicas al
100% de los animales, mientras que durante nuestro proyecto se trabajo
con ratas, de las cuales solo el 70% presentd CCT. Estas diferencias pueden
deberse a variaciones en las condiciones del laboratorio (temperatura,
ciclo luz/oscuridad, humedad), al uso de las especies distintas de animales,
y también a las variaciones estacionales en la susceptibilidad hacia las
convulsiones inducidas por PTZ, ya que se ha descrito que se presentan
umbrales mas altos entre febrero y abril y mas bajos entre julio y

septiembre (Loscher y Fiedler, 1996).

Los inhalables, al igual que otros depresores del SNC, disminuyen la
ansiedad (Geller et al, 1983), producen tolerancia después de
administraciones repetidas y pueden producir dependencia fisica (Evans y
Balster, 1993). Los disolventes, ademads, pueden autoadministrarse por

animales de laboratorio (Yanagita et al., 1979; Knisely et al., 1990). En
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conjunto, estas evidencias indican que los inhalables deben ser
considerados junto al resto de los farmacos depresores del SNC que son

capaces de producir adiccion.

Se ha propuesto que los 2 posibles mecanismos de accién

principales que explican los efectos de los depresores del SNC son:

i. Potenciacion de los efectos de aminoacidos
inhibitorios, particularmente del GABA.

ii. Inhibicion de la neurotransmision excitatoria.

Existe evidencia de que la exposicion de animales a algunos
disolventes produce efectos similares a aquellos producidos por drogas
clasicas depresoras del SNC y por el alcohol. El perfil de los efectos
depresores del SNC ha sido descrito en la literatura (Harvey, 1985 y
Sepinwall et al., 1978) e incluye efectos sobre la actividad motora,
actividad locomotora espontanea, efectos  anticonvulsivantes,
interrupcion de la conducta operante, efectos ansioliticos, el desarrollo de
tolerancia y de dependencia, efectos estimulo-discriminativos o de
reforzamiento y la habilidad de incrementar los efectos de la

administracion de drogas depresoras.

Se ha establecido en trabajos previos que los sitios primarios de
accion de los alcoholes y los anestésicos volatiles son los canales idnicos
activados por neurotransmisores (Lovinger, 1997 y Mihic, 1999).
Beckstead (2000) et al.,, encontraron que el tolueno, el TCE y el
tricloroetileno tenian la capacidad de aumentar la funcion de dos
receptores inhibitorios: GABA, y glicina. Este efecto se evalud tras estudiar

la accién de los disolventes sobre receptores GABA, y glicina presentes
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rebanadas de hipocampo y sobre receptores recombinantes expresados

en ovocitos de Xenopus.

Debido a las similitudes en los efectos de la exposiciéon aguda a
algunos disolventes de abuso y farmacos depresores del SNC, Wood et al.,
(1984) estudiaron los efectos anticonvulsivantes del tolueno. Estos
investigadores estudiaron los efectos de dicho disolvente sobre las
convulsiones inducidas por PTZ en ratones y encontraron que la
exposiciéon prolongada al tolueno (2h) fue capaz de retrasar la aparicion de
signos convulsivos y prevenir los efectos letales de las dosis altas del PTZ
en una manera dependiente de la concentracién. La inhalacion de tolueno
(DEsg = 1311 ppm, después de 4 h de exposicidon) también protegieron de

la muerte inducida por PTZ.

En el afio 2002, Gauthereau expuso ratones a tolueno (1000 6 2000
ppm) durante 30 min, transcurrido este tiempo, se saco el animal de la
camara y se le administré PTZ (80 6 100 mg/kg) para posteriormente ser
re-expuesto a tolueno y encontré que este disolvente produjo solo una
proteccion parcial contra la presentacién de CCT producidas por ambas
dosis de PTZ, ya que solo a las concentraciones altas disminuyd
significativamente el porcentaje de animales que presentaron

convulsiones.

Gauthereau (2002) probd el efecto anticonvulsivante del tolueno
con dos agentes convulsivantes con diferentes mecanismos de accién:
NMDA y PTZ. Se escogieron dos dosis de cada farmaco, basandose en
reportes de la literatura: la dosis efectiva necesaria para producir
convulsiones en la mayoria de los animales (DEgg) y la dosis letal (DLygp).

Inmediatamente después de la inyeccién i.p. del fdrmaco convulsivante, el
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ratén fue colocado dentro de la cdmara de exposicion y fue expuesto a

una concentracién predeterminada de tolueno por 30 min.

Todos los animales control, expuestos a aire e inyectados con PTZ
(80 mg/kg, i.p.) presentaron convulsiones clénico-ténicas y 50% de ellos
murieron. Con la dosis de 100 mg/kg de PTZ, todos los animales
presentaron convulsiones y murieron. Segun sus resultados, el tolueno
disminuy6é el porcentaje de animales que presentaron convulsiones
clénico-ténicas en una manera dependiente de la concentracion y ademas
protegid completamente en contra de la muerte inducida por PTZ. Asi
mismo, sugirieron que el tolueno es mas efectivo en contra de las
convulsiones inducidas por PTZ que por NMDA ya que el tolueno solo
protegid contra la muerte al 80% de los ratones a los cuales se les

administré 120 mg/kg de NMDA y a un 10% con 170 mg/kg.

De acuerdo a los datos que en este proyecto se presentan para el
protocolo 2 (administracién de tolueno y PTZ), tras la exposicion de la rata
a 2000 ppm de tolueno, el 100% de los animales se vieron protegidos ante
las convulsiones inducidas por PTZ, mientras que al exponerlas a 1000
ppm el 90% de ellas presentaron CCT. Cabe mencionar que al decir que
una rata es protegida de las convulsiones inducidas por PTZ, nos referimos
a que no presentaron convulsiones clénico-ténicas, ya que los animales
durante el tiempo de observacion si presentaron MC y CC. También se
observd que el tolueno en sus distintas concentraciones mostré tener
efecto sobre la latencia de los signos convulsivos, al compararlo con el
tiempo de aparicion de los mismos signos en aquellos animales que no

fueron expuestos a tolueno.
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En el caso de las MC, su tiempo de aparicion se vio disminuido tanto
para la concentracion de 1000 ppm de tolueno como para la de 2000 ppm,
aunque curiosamente el uso de la concentracién mas baja fue la que
registrdé tener una mayor latencia, es decir logré retrasar mas la aparicion

de las MC en las ratas.

En cuanto a la presencia de CCT, para el grupo tratado con 2000
ppm de tolueno se registrd6 un atraso en la aparicién de este signo
convulsivo en casi el doble de segundos con respecto al grupo control y de
manera sorprendente para el grupo tratado con 1000 ppm de tolueno se

observd que la latencia disminuyd.

Por otra parte, es bien sabido que el DZP, un farmaco depresor del
SNC, posee efecto ansiolitico, anticonvulsivante, relajante muscular y
propiedades sedativo-anestésicas. Y ha sido demostrado que el PTZ y sus
analogos inhiben competitivamente la uniéon del diacepam al receptor

GABA, (Muller et al., 1978; Rehavi et al., 1982).

En 1977, en estudios de unién de radio ligando usando
diazepam, se identificaron receptores benzodiacepinicos en el cerebro de
la rata (Braestrup y Aquires, 1977, Mohler y Okada, 1977); mas tarde,
receptores similares fueron caracterizados en el cerebro humano

utilizando flunitrazepam (Speth et al, 1978).

Todas las BZD empleadas en los seres humanos son capaces de
estimular la union del acido y aminobutirico, el principal neurotransmisor
inhibitorio, a la subunidad del receptor GABA,, el cual es un canal CI

regulado por ligando, y que posee multiples subunidades. Por lo tanto, la
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unién de las BZD a la subunidad a los receptores GABA, aumenta el paso

de corrientes idnicas inducidas por GABA a través de muchos canales.

Se piensa que mecanismos diferentes de accién contribuyen a los
mecanismos  sedantes-hipndticos, miorrelajantes, ansioliticos vy
anticonvulsivos de las BZD y las subunidades especificas del receptor
GABA, son las encargadas de ejercer las propiedades farmacoldgicas de

esta familia de medicamentos.

Se han observado diversos efectos in vivo e in vitro del tipo de los
producidos por las BZD, y se han clasificado como efectos agonistas
completos (es decir, que imitan las acciones de medicamentos como el
diacepam, con ocupacién fraccionaria de los sitios de fijacidon
relativamente baja) o efectos agonistas parciales (es decir, producen
menos efectos maximos o requieren una ocupacion relativamente alta en

comparacion con agentes como el diacepam) (Charney et al., 2007).

Se cree que las BZD ejercen la mayor parte de sus efectos al
interactuar con receptores de neurotransmisores inhibitorios activados de
manera directa por el GABA. Los receptores GABA son proteinas unidas a
membrana que pueden dividirse en dos subtipos principales: receptores
GABA, y GABA;. Los receptores ionotrépicos GABA, estan compuestos de
5 subunidades que se coensamblan para formar un canal integral de
cloruro, este neurotransmisor causa la mayor parte de la
neurotransmision inhibitoria en el SNC. En contraste, los receptores

GABAg metabotrdpicos son receptores acoplados a proteinas G.

Las BZD actuan sobre los receptores GABA,, y no tienen ninguna
accién sobre los receptores los GABAg, al unirse de manera directa a un

sitio especifico diferente del sitio de union del GABA. Al contrario de los
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barbituricos, las benzodiacepinas no activan de manera directa a los
receptores GABA,, pero requieren la unién del GABA para producir sus
efectos: esto es, sélo regulan los efectos del GABA. Los agonistas
benzodiacepinicos incrementan la corriente de cloruro generada por la

activacion del receptor GABA, (Charney et al., 2007).

En nuestros resultados, se puede observar que el DZP (0.3 mg/kg),
produjo una proteccion en contra de las CCT del 30% de las ratas que
fueron administradas con PTZ (50 mg/kg), al igual que se vio un ligero
aumento de latencia de aparicion de signos convulsivos como MCy CC, asi

como proteccion de los animales contra la muerte.

Con base en la revisidon bibliografica mencionada anteriormente y
de acuerdo con nuestros resultados, queda establecido que el PTZ es
capaz de generar CCT, con la correspondiente aparicion de otros signos
convulsivos como lo son MC y CC, en la mayoria de las ratas que
recibieron una dosis de 50 mg/kg. A su vez, la exposicidon de los animales a
tolueno, los protege de las convulsiones clénico-ténicas, e incluso la
muerte, inducidas por PTZ y aumenta la latencia de aparicion de MCy CC.
Por su parte, la administracion de DZP provee también proteccion ante las
CCT y la muerte inducida por PTZ, alargando, al igual que el tolueno, la

latencia de aparicién de MCy CC.

Sabiendo que tanto tolueno como el DZP actuan sobre el receptor
GABA,, fue de nuestro interés determinar si la coadministracion de ambas

sustancias podria producir una potenciaciéon del efecto anticonvulsivante.
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Para este propdsito, iniciamos probando una concentracion de 2000
ppm de tolueno, sin embargo, al analizar los resultados se sugirié que a
dicha concentracion no era posible determinar si se generaba una
potenciacion del efecto anticonvulsivante al coadministrar tolueno y DZP,
ya que se obtuvo una proteccion en contra de las CCT en la totalidad de
los animales al finalizar el protocolo 2 (fig. 6) y lo mismo ocurrié al término
del protocolo 3 (administracién de tolueno y DZP) lo que nos hizo suponer
gue la proteccion observada en este Uultimo protocolo era debida
Unicamente a la administracion de tolueno 2000 ppm. Para solucionar
dicho problema y con la finalidad de determinar si tal potenciacion era
posible, decimos disminuir la concentraciéon de tolueno a 1000 ppm. A
esta concentraciéon el tolueno disminuyd drasticamente su efecto
protector, observandose que sélo un 10% de las ratas no presentaron CCT,
sin embargo, al coadministrarlo con DZP, el cual mostré tener un efecto
protector del 30%, se generd un 90% de proteccion de los animales ante

las convulsiones inducidas por PTZ (fig. 2).

Se sabe que la administraciéon conjunta de sustancias depresoras del
SNC genera, al menos, un efecto aditivo (Bogan et a., 1967; Saldeen et al.,
1967). Existen datos de investigaciones en animales que proporcionan
evidencia de que los efectos producidos por tal combinacién pueden ser
aditivos o de potenciacion. Geller et al., 1983, probaron tolueno y DZP,
solos o en combinacién, para determinar el efecto de ambas sustancias
sobre el incremento de la respuesta suprimida por castigo en ratas y
encontraron que, solos o en combinacion, el tolueno y el DZP fueron
capaces de incrementar la respuesta suprimida por castigo, asi como la

frecuencia.
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De acuerdo a los datos obtenidos utilizando 1000 ppm de tolueno,
es posible proponer que la coadministracién de tolueno y DZP (0.3 mg/kg)
producen una potenciacidon del efecto anticonvulsivante y que dicho

efecto parece estar mediado por una accion sobre los receptores GABA,.

En la actualidad existen investigaciones que involucran la
administracion simultanea de farmacos depresores del SNC con actividad
anticonvulsiva con el fin de generar una potenciaciéon en sus efectos
terapéuticos, sin embargo con el presente trabajo no se pretende ofrecer
una alternativa terapéutica, ya que es bien sabido que el tolueno genera
adiccion y presenta caracteristicas toxicas. La finalidad es ayudar a
entender mejor el mecanismo de accidén de los inhalables de abuso vy
ofrecer un perfil mas amplio de la forma en que estas sustancias afectan a
aquellas personas que, deliberadamente o no, estdn en contacto con

cantidades significativas de disolventes.
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X. CONCLUSIONES

o El tolueno es capaz de proteger ante las convulsiones y muerte
inducidas por PTZ.

o El diacepam es capaz de proteger ante las convulsiones y muerte
inducidas por PTZ.

o La administracion de tolueno y diacepam prolongan la latencia de

aparicion de MCy CC.

La combinacién de tolueno y diacepam produce una potenciacion
del efecto anticonvulsivante, lo cual se sugiere podria estar mediado por

una accién sobre los receptores GABA,.
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