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RESUMEN

Los inhalables de abuso son sustancias volatiles a temperatura ambiente que son
auto administrados para producir un estado alterado de conciencia. El abuso de
estas sustancias se considera un problema de salud publica. Dentro de los
inhalables se encuentran los disolventes volétiles, siendo el tolueno el prototipo de
este grupo. El tolueno es el principal constituyente del “thinner” y esté presente en
otros productos de uso comun como pinturas, lacas, esmaltes y productos de
limpieza. Se ha documentado que el uso deliberado de tolueno tiene repercusiones
en multiples sistemas en el cuerpo sin embargo, el sistema nervioso central es mas
susceptible a los efectos toxicos del tolueno. Entre los efectos sobre el SNC se
pueden mencionar la leucoencefalopatia, cambios en las estructuras cerebrales,
disfuncion neuronal, deterioro cognitivo, deterioro de la memoria y déficit en el
aprendizaje. Actualmente no es completamente conocido el mecanismo de accion
del tolueno, estudios con receptores recombinantes mostraron que el tolueno inhibe
de manera no competitiva al receptor NMDA que se cree que contribuye a muchos
de los efectos ocasionados por el tolueno ya que el NMDAr juega un papel
importante en los procesos de aprendizaje y memoria. El propdsito del presente
estudio fue investigar el efecto de la inhalacion crénica de tolueno sobre la memoria
a largo plazo de tipo no declarativa asi como la memoria a corto y largo plazo
(declarativa) en ratas. Se realizaron dos protocolos uno para evaluar memoria y otro
para evaluar aprendizaje, para ello se emplearon pruebas de actividad motora,
pruebas de auto aprendizaje en la cAmara condicionante de Skinner y pruebas de
reconocimiento de objeto novedoso. Las concentraciones de tolueno empleadas
fueron de 4000 y 6000 ppm respectivamente. Se observo que el tolueno no tuvo
efecto sobre la memoria de tipo no declarativa en las ratas. Por otro lado, se observo
un déficit en el aprendizaje de las ratas en la prueba de auto aprendizaje y pérdida
de la memoria a largo plazo (declarativa) en la prueba de reconocimiento del objeto
novedoso. El tolueno no tuvo repercusiones en la actividad motora de las ratas en
ambos protocolos.

Palabras clave: Inhalables / Skinner / Objeto novedoso / Actividad motora /

Tolueno

VI
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SUMMARY

Inhalants of abuse are volatile substances at room temperature that are self-
administered to produce an altered state of consciousness. The abuse of these
substances is considered a public health problem. Among the inhalants are volatile
solvents, being toluene the prototype of this group. Toluene is the main constituent
of the "thinner" and is present in other commonly used products such as paints,
lacquers, enamels and cleaning products. It has been documented that the
deliberate use of toluene has repercussions on multiple systems in the body
however, the central nervous system is more susceptible to the toxic effects of
toluene. Among the effects on the CNS, leukoencephalopathy, changes in brain
structures, neuronal dysfunction, cognitive deterioration, memory impairment and
learning deficit can be mentioned. Currently the mechanism of action of toluene is
not completely known, studies with recombinant receptors showed that toluene non-
competitively inhibits the NMDA receptor that is believed to contribute to many of the
effects caused by toluene since NMDAr plays an important role in the processes of
learning and memory. The purpose of the present study was to investigate the effect
of chronic toluene inhalation on long-term memory of non-declarative type as well
as short and long-term memory (declarative) in rats. Two protocols were carried out
to assess memory and another to evaluate learning, for which motor activity tests
were used, self-learning tests in the Skinner conditioning chamber and novel object
recognition tests, the concentrations used were 4000 and 6000 ppm respectively. It
was observed that toluene had no effect on memory in the rats in the case of the first
protocol. However, in the second protocol there was a deficit in the learning of the
rats and loss of long-term memory (declarative) in the test of recognition of the novel
object. While in the motor activity tests, toluene produced no effect.

Key words: Inhalants / Skinner / Novel object / Motor activity / Toluene

Vil
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1. INTRODUCCION

1.1. Inhalables

Los inhalables de abuso se definen como aquellas sustancias volatiles a
temperatura ambiente que son auto administradas en forma de gases o vapores

para producir un estado alterado de conciencia (Balster et al., 2009).

Dentro de este grupo se encuentran sustancias muy distintas entre si, que
Unicamente comparten la via de administracion y el hecho de ser utilizadas como

drogas de abuso (Paez-Martinez et al., 2003).

La mayoria de estas sustancias se encuentran en productos comunes del
hogar, son de disposicion legal, relativamente baratas y se pueden presentar como

gases, liquidos, aerosoles o en algunos casos sélidos (Balster et al., 2009).
1.2. Clasificacién de los inhalables

Existen muchas maneras de clasificar a los inhalables; por su estructura
quimica, por su uso comercial, etc., pero esto no es util para fines cientificos. Seria
ideal poder clasificarlos con base a sus perfiles farmacologicos y sus efectos en el
comportamiento. Esto no resulta tan facil ya que no se cuenta con el completo
conocimiento de las similitudes y diferencias entre los efectos de los inhalables de
abuso. Sin embargo se puede partir de los siguientes tres grupos (Balster, 1998;
Balster et al., 2009):

a) Nitritos de alquilo volatiles
b) Oxido nitroso

c) Disolventes volatiles, combustibles y anestésicos

1.2.1. Nitritos de alquilo volatiles

El nitrito de amilo es el prototipo de este grupo. Este compuesto ha sido
utilizado como tratamiento médico de la angina de pecho, posteriormente fue
remplazado por la nitroglicerina y otros nitritos organicos. Su abuso comenzé en los

afios 60°s por usuarios llamados “poppers” (Balster, 1998).
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Debido a su abuso, la disponibilidad del nitrito de amilo se redujo en Estados
Unidos en 1968, esto dio lugar a que pequefias compaiias desarrollaran
alternativas para comercializar productos de manera legal en pequefios
establecimientos, estos productos (incienso liquido, fragancias) contenian nitrito de
butilo. Estos compuestos fueron utilizados para intensificar las relaciones sexuales
entre homosexuales. El uso y abuso de estos compuestos se basa en su capacidad

vasodilatadora y relajante del musculo liso (Balster, 1998).
1.2.2. Oxido nitroso

El 6xido nitroso también conocido como “gas de la risa”, es usado como
anestésico en las cirugias dentales. Es un gas estable, quimicamente inerte,
bacteriostatico, que no deja sabor ni olor por lo que también se usa en latas de
crema batida de forma presurizada. Otras de las aplicaciones del éxido nitroso
puede ser en la industria petrolera para rastrear fugas o en automoviles para

acelerar la combustion (vanAmsterdam et al., 2015).

Se ha encontrado que el éxido nitroso produce un perfil Unico de efectos que
son similares a los producidos por los estimulantes, depresores y alucin6genos
(Balster, 1998).

1.2.3. Disolventes volatiles, combustibles y anestésicos

Los disolventes volatiles, combustibles y anestésicos son el grupo mas grande
y quimicamente diverso de los inhalables de abuso (Balster, 1998).

Entre los combustibles se encuentra el butano y propano, estos compuestos
estan presentes en los encendedores de cigarrillos, tanques de gas y gasolina, esta
Gltima a su vez contiene una compleja mezcla de compuestos alifaticos e
hidrocarburos aromaticos. Por otro lado el abuso de los anestésicos probablemente
comenzo con el éter y continda con algunos anestésicos contemporaneos (Balster,
1998).

Los disolventes volatiles constituyen un grupo de sustancias ampliamente

utilizados en la industria (King, 1982), ademas se pueden encontrar en productos
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del hogar o en productos comerciales teniendo como constituyentes el tolueno, n-

hexano, clorohidrocarburos o benceno, entre otros (tabla 1) (Brouette y Anton,

2001).

Tabla 1. Compuestos quimicos en productos comunes de abuso (Modificada de Bowen,

2006).

Adhesivos (pegamentos, cemento liquido).

Aerosoles (pinturas en spray, desodorantes,
aromatizantes, spray para el cabello, etc).

Agentes limpiadores (desengrasantes,
limpiadores para lavado en seco, limpiadores
de electrénicos, removedores de manchas).

Solventes (correctores liquidos, extintor de
incendios, combustible de gas, removedores
de esmalte de ufias, encendedores, diluyentes
de pintura).

Gasolina y combustibles embotellados.

1.3. Epidemiologia

Acetona, acetato de etilo, hexano, cloruro
de metilo, metil etil cetona, tolueno, xileno,
tricloroetileno, tolueno.

Butano, nitritos de butilo/isobutilo,
fluorocarbonos, hidrocarburos, tolueno,
propano.

Nitrato de amilo, tolueno, tricloroetileno,
tricloroetano, tetracloroetileno.

Acetona, bromoclorodiflurometano,

butano, acetato de etilo, isopropano, etano,
cloruro de metilo, tricloroetano, tricloroetileno,
tolueno.

Hidrocarburos alifaticos y aromaticos,
benceno, butano, etanol, tolueno, freén,
metanol, propano.

Los inhalables de abuso son utilizados por un gran niumero de personas en

todo el mundo. Se ha demostrado que el uso de inhalables durante la adolescencia

puede llegar a ser un factor de riesgo para el uso continuado de drogas ilicitas.

Datos recolectados de varios paises indican que el abuso de inhalables es un

problema que afecta a toda la sociedad (Bowen et al., 2006).

En México, el abuso de inhalables se ha documentado desde la década de

1960, siendo los disolventes los de mayor preferencia entre los usuarios (Villatoro

etal., 2011).
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Segun la Encuesta Nacional de Consumo de Drogas en Estudiantes (2014) se
observa que la mariguana ocupa el primer lugar (12.9% en los hombres y 8.4% en
las mujeres), seguido por los inhalables (5.9% hombres y 5.8% mujeres) y en tercer
lugar los tranquilizantes (3.2% hombres y 4.3% en las mujeres) en prevalencia total
de consumo. Ademas, los inhalables presentan una alta prevalencia hacia los 14
afios de edad (7.9%) y su consumo se mantiene en general constante en los
diferentes grupos de edad (ENCODE, 2014).

1.4. Exposicion

Los seres humanos pueden entrar en contacto con los inhalables de manera

ocupacional, voluntaria o accidental (Cruz et al., 2000).

La exposicion ocupacional se refiere a la presencia crénica de bajos niveles
de inhalables en el lugar de trabajo durante largos periodos (6 horas o mas).
Algunos ejemplos incluyen los pintores, cosmetdlogos, histélogos y trabajadores de
refineria, en donde las concentraciones oscilan entre 100 ppm a varios miles de

ppm dependiendo del disolvente (Bowen, et al., 2006).

La exposicion accidental se da en el hogar, en la escuela o simplemente
cuando se llena el coche con gasolina. Los individuos pueden estar expuestos a
bajas concentraciones, pero estas actividades generalmente no conllevan riesgos

para la salud cuando se realizan en areas bien ventiladas (Cruz et al., 2014).

La exposicion a inhalables de manera voluntaria puede presentarse de

diferentes maneras tales como: “'sniffing" o "snorting" (inhalar vapores de
contenedores), “huffing” (respiracion a través de un pano empapado de disolvente),
“bagging” (olfatear o inhalar vapores de sustancias depositadas en una bolsa), rociar
aerosoles directamente dentro de la boca o inhalando globos llenos de oxido nitroso

(NIDA, 2012).

Durante una “sesion” se estima que las concentraciones de los disolventes van
de 3000 hasta 15000 ppm los cuales se producen en un periodo de tiempo corto

(10-15 minutos) (Bowen et al., 2007; Duncan y Lawrence, 2013).
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1.5. Efectos delos inhalables

A excepcion de los nitritos, los inhalables actian como depresores del sistema
nervioso central teniendo un efecto bifasico en el comportamiento, con estimulacién
y desinhibicion a bajas concentraciones seguido por depresion a altas

concentraciones (Williams, et al., 2007; Dinwindiie, 1994).

Un efecto secundario del uso intenso o sostenido del éxido nitroso es la
inactivacion de la vitamina B12 resultando en una deficiencia funcional de la
vitamina y causando inicialmente entumecimiento de los dedos, lo que puede
avanzar a una neuropatia periférica y anemia megaloblastica (vanAmsterdam et al.,
2015).

La intoxicacion por inhalables es similar a la intoxicacion por etanol, puede
estar acompafado de incoordinaciéon muscular, diplopia, lenguaje mal articulado,
ataxia, desorientacion, dolor de cabeza, dolor abdominal, nausea o vomito, tinnitus
e hipersalivacion. También puede desarrollar brevemente deluciones o
alucinaciones que pueden ser visuales, auditivas o tactiles (Dinwindiie, 1994;
Brouette y Anton, 2001).

Estudios realizados con “niflos de la calle” de México y Brasil, con
antecedentes de abuso de inhalables, reportaron haber experimentado un efecto
supresor en el apetito posterior a la exposicion de estas sustancias, sin embargo

algunos otros reportaron haber tenido un efecto contrario (Gigengack, 2014).

Existen reportes epidemiolégicos y clinicos que indican que la exposicién a
altas concentraciones de inhalables puede ocasionar muerte slbita a consecuencia

de una arritmia cardiaca aguda (Bale et al., 2005).

El abuso cronico, especialmente durante la adolescencia, es relacionado a la
alteracion de la funcidon cognitiva, disminucidon en el coeficiente intelectual,
ansiedad, sintomas de depresion, e incremento en la impulsividad. (Duncan y
Lawrence, 2013).
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1.6. Tolueno

El tolueno (toluol, metilbenceno, fenilmetano) es un hidrocarburo
aromatico y disolvente organico, ubicuo en sociedades de todo el mundo ya
gue se encuentra en muchos ambientes ocupacionales y en numerosos
productos para el hogar. Este disolvente es ampliamente utilizado en muchos
procesos industriales incluyendo la produccion de plastico, sintesis quimica,
fabricacion de gasolina, industrias de limpieza en seco, agente de limpieza y
secado en las industrias de caucho y madera y aviacion. (Filley et al, 2004;
Cruz, et al., 2014).

Es componente de muchas pinturas, lacas, colas, adhesivos, tintas y
limpiadores, es ademas el principal componente del “thinner” (60-70%) (Filley,
et al., 2004; Baydas et al., 2005).

1.6.1. Propiedades fisico-quimicas

El tolueno es un liquido transparente e incoloro con un olor distintivo (ATSDR,
2015). La estructura quimica del tolueno se presenta el la fig. 1. El tolueno es més
ligero que el agua en su forma liquida, pero tres veces mas pesado que el aire como
vapor. Su coeficiente de particion octanol/agua = 2.73, por lo que tiene alta afinidad
por los lipidos, es inflamable con un punto de inflamacién bajo, la temperatura mas
baja a la que puede vaporizarse para formar una mezcla inflamable en aire es de
4.4°C. (Cruzetal., 2014)

CH

Figura 1. Estructura quimica del tolueno.
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1.6.2. Farmacocinética

El tolueno se absorbe a través de los pulmones, el tracto gastrointestinal y en
menor proporcion por la piel y mucosas (Cohr y Stokholm, 1979; ASTDR, 2015), es
distribuido a los tejidos ricos en lipidos y altamente irrigados como el cerebro en
donde puede atravesar la barrera hematoencefalica (Cruz et al., 2014; ASTDR,
2015).

Los hidrocarburos arométicos como el tolueno tienden a ser metabolizados por
via hepatica mediante la conversion a acido benzoico por dos enzimas; alcohol
deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa. El &acido benzoico se conjuga
entonces con glicina para formar acido hipurico (80%) o acido glucordnico para
formar benzoilglucuronido (20%), ambos son solubles en agua y facilmente
eliminados a través de los rifiones a las 12 horas posteriores a la exposicion. El
acido hipurico se utiliza como marcador biolégico tanto en la sangre como en la
orina. (Dinwinddie, 1994; Filley et al, 2004; Hannigan y Bowen, 2009).

1.6.3. Mecanismo de accién

Anteriormente se creia que los efectos de los disolventes organicos como el
tolueno se debian a cambios inespecificos en la fluidez membranal, sin embargo
ahora es conocido que se debe a un complejo mecanismo de accién que involucra

varios sistemas de neurotransmision (Paez-Martinez et al., 2003).

El tolueno tiene efectos sobre varios canales ibnicos activados por ligando. Al
igual que el etanol, el tolueno parece ser antagonista no competitivo del receptor
NMDA,; varios subtipos de receptores NMDA como NR1 y NR2B han sido
identificados como los mas sensibles a los efectos inhibidores del tolueno (Cruz et
al., 2000; Bowen, 2009).

Se ha demostrado que la exposicion prolongada al tolueno aumenta los niveles
de receptores NMDA, que es similar a los reportes de exposicion prolongada al
etanol. Ademas el tolueno aumenta la funcion de canales idnicos inhibidores (GABA

y glicina) y bloquea canales de sodio cardiaco recombinante y nativo. Al igual que
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otras drogas de abuso, el tolueno modula la transmisién de dopamina, accién que

esta relacionada con sus efectos gratificantes (Bowen, 2009).
1.6.4. Efectos del tolueno sobre la salud

El sistema nervioso central es el sistema mas vulnerable en el cuerpo a los
efectos toxicos de los inhalables, especialmente en personas que estan expuestas
de manera cronica. (Kurtzma et al., 2001).

Los efectos en el sistema nervioso pueden presentarse por periodos
temporales, como dolores de cabeza, mareos, somnolencia o inconsciencia. Sin
embargo, los efectos como la falta de coordinacion, el deterioro cognitivo, pérdida
de la vision y de la audicion pueden llegar a ser permanentes con la exposicion
repetida y a altas dosis, asociadas al abuso deliberado del disolvente (ASTDR,
2015).

La exposicion a niveles altos de tolueno durante el embarazo puede conducir
a una embriopatia también referida como “sindrome fetal por disolventes” cuyas
caracteristicas incluyen microencefalia, malformacion cerebral, anomalias
craneofaciales particulares, retraso en las capacidades mentales y de crecimiento
en los nifios (Chien et al., 2005; ASTDR, 2015).

Estudios con animales han demostrado que el tolueno puede producir
incoordinacion motora, hipotermia, déficit en el aprendizaje y deterioro de la
memoria (Hougaard et al., 1999; Chan et al., 2012; Win-Shwe et al., 2010)

1.7. Aprendizaje

Llamamos aprendizaje a los procesos por los cuales la conducta varia y se
modifica a lo largo del tiempo, adaptandose a los cambios que se producen en el
entorno. Los tipos de aprendizaje pueden variar entre especies desde procesos
elementales hasta otros mas complejos, por ejemplo, el aprendizaje del lenguaje en

nuestra especie (Aguado-Aguilar, 2001).
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Se puede distinguir tres grandes variedades de procesos de aprendizaje segun
el tipo de contenido de informacién: procesos de aprendizaje conductual, procesos
de aprendizaje de habilidades y los procesos de adquisicion de informacion
(Aguado-Aguilar, 2001).

1.7.1. Proceso de aprendizaje conductual

En esta categoria se distingue el aprendizaje asociativo y el aprendizaje no

asociativo (Aguado-Aguilar, 2001).
1.7.1.1. Aprendizaje asociativo

La asociacion es un mecanismo que permite la modificacion de la conducta y
la adquisicion de conocimiento, en este sentido resulta fundamental para el
aprendizaje y la memoria. Por otro lado la asociacion también es un importante

principio organizador de la memoria. (Aguado-Aguilar, 2001).

Para que el aprendizaje asociativo tenga lugar, dos estimulos o un estimulo y

una respuesta deben ser temporalmente asociados (Kandel et al., 1982).

Podemos diferenciar entre condicionamiento clasico o pavloviano vy

condicionamiento operante o instrumental (Machado et al., 2008).

El condicionamiento pavloviano recibe este nombre porque fue inicialmente
descrito por Pavlov, es la forma de aprendizaje asociativo que permite a los
animales aprender a anticiparse a sucesos biolégicamente relevantes mediante

estimulos condicionados e incondicionados (Machado et al., 2008).

El condicionamiento operante también conocido como aprendizaje
instrumental o por ensayo y error, implica la relacion entre la conducta de un
organismo y la consecuencia de dicha conducta. Se caracteriza por que los
organismos emiten espontaneamente un numero indeterminado de respuestas, a
estas respuestas, que forman parte de su repertorio conductual (caminar, emitir
sonidos, etc.) se les denomina “operantes”. Si alguna de estas respuestas es
seguida de algun evento o estimulo favorable, entonces esa conducta tendera a

repetirse. Al estimulo favorable se le llama reforzador (Solis et al., 2009).
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1.7.1.2. Aprendizaje no asociativo

La habituacion y la sensibilizacion forman parte del aprendizaje no asociativo,
la primera se entiende como la reduccion de la respuesta ante un estimulo que ha
sido presentado repetidas veces que, por no ser significativo conduce a ignorarlo
(Machado et al., 2008 Solis et al., 2009).

La sensibilizacion se define como la respuesta aumentada ante un estimulo
nocivo que al ser presentado repetidas veces, no solo responde a este estimulo sino
también a otros, incluso inocuos (Byrne y Hawkins, 2015).

1.7.2. Proceso de aprendizaje de habilidades

Esta categoria engloba distintas formas de adquisicion de diferentes tipos de
habilidades o destrezas, es decir, “procedimientos” mas o menos complejos que se

aplican de manera rutinaria (Aguado-Aguilar, 2001).

Estos procedimientos se refieren a 3 ambitos: el motor, el perceptivo y el
ambito cognitivo. El primero motor consiste en diferentes procesos de adquisicion
de destrezas o habilidades motoras, que pueden ser simples hasta mas complejas
como tocar el piano. El aprendizaje perceptivo, a través de la experiencia repetida
de estimulos complejos, posibilita la adquisicion de destrezas discriminativas entre
estimulos que inicialmente aparecen muy similares por ejemplo los especialistas
que pueden diferenciar entre olor, sabor y color de distintos tipos de vino en

comparacién con una persona que no esta entrenada (Aguado-Aguilar, 2001).

Los procedimientos u operaciones mentales que aplicamos constantemente y
sin esfuerzo aparente son también resultado del aprendizaje. La adquisicién de
reglas sintacticas de lenguaje o habilidades aritméticas y l6gicas, son ejemplos de
destrezas cognitivas que una vez adquiridas forman parte del arsenal de recursos
mentales mediante los cuales comprendemos la realidad y razonamos acerca de
ella (Aguado-Aguilar, 2001).

10
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1.7.3. Procesos de adquisicidon de la informacion

Los procesos de adquisicion de informacion pueden ser multiples. Nuestro
cerebro absorbe constantemente una gran cantidad de informacién del medio
ambiente o entorno y generan un conocimiento objetivo del mundo. Un ejemplo
puede ser la informacion de las experiencias personales, que suelen estar unidos al
contexto de tiempo y espacio y que generan un tipo especifico de memoria (Aguado-
Aguilar, 2001).

1.8. Memoria

1.8.1. Sistema de memoria

“La memoria es la capacidad de retener y de evocar eventos del pasado
mediante procesos neurobioldgicos de almacenamiento y de recuperacion de la
informacion basica en el aprendizaje y en el pensamiento”. El sistema de la memoria
esta integrado por los siguientes procesos basicos (Etchepareborda y Abad-Mas,
2005)

Codificacion de la informacion. La codificacion o adquisicion, es el proceso en
donde se prepara la informacion para que se pueda guardar. La informacion puede
codificarse como una imagen, sonidos, experiencias, acontecimientos o ideas
significativas. Las circunstancias que rodean este momento resultan fundamentales
para el éxito o fracaso de la memoria. La atencion, concentracion y el estado

emocional son importantes en este proceso inicial (Weinberger, 2015)

Almacenamiento de la informacion. Esta etapa se caracteriza por el
ordenamiento y categorizacién de la informacion. Una vez que se codifica la
experiencia y se almacenada por cierto tiempo, esta se presenta de manera
automatica. El almacenamiento es un sistema complejo y dinamico que cambia con
las experiencias a las que el sujeto es expuesto (Etchepareborda y Abad-Mas,
2005).

Evocacion o recuperacion de la informacion. Es el proceso por el cual

recuperamos la informacion. Si ésta ha sido bien almacenada y clasificada sera mas

11
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facil localizarla y utilizarla en el momento en que se solicita (Etchepareborda y Abad-
Mas, 2005).

1.8.2. Tipos de memoria

En la actualidad los sistemas de clasificacion de memoria pueden abarcar una
gran diversidad de términos para referirse a distintas variedades, caracteristicas o
niveles de procesos mnésicos, por lo que en la literatura especializada se puede
encontrar conceptos que llegan a hacer confusa la conceptualizacion integral de la

memoria y sus distintos componentes (Carrillo-Mora, 2010).

La memoria se clasifica segun su contenido en memoria explicita e implicita,
sin embargo la clasificacion mas comudn entre los diferentes sistemas de memoria
se basa en la distincion de la memoria a corto plazo y largo plazo, es decir, por su
duracion.(Izquierdo et al., 1999; Aguado-Aguilar, 2001).

1.8.3. Memoria a corto plazo

La memoria a corto plazo es un sistema que mantiene temporalmente la
informacion reciente, abarca las que se conocen como memoria inmediata, primaria,

operacional, activa o de trabajo (Aguado-Aguilar, 2001; Solis et al., 2009).

La memoria inmediata esta relacionada con lo que se le denomina registro
sensorial, esta vinculada a la informacién que no ha sido procesada y que viene de
los sentidos. La memoria sensorial puede retener representaciones efimeras de
practicamente todo lo que vemos, oimos, gustamos, olemos o0 sentimos
(Etchepareborda y Abad-Mas, 2005).

La memoria de trabajo consiste en la representacibn consciente y
manipulacion temporal de la informacion necesaria para realizar operaciones
cognitivas complejas, como el aprendizaje, la comprension del lenguaje o el
razonamiento. Sin embargo este tipo de memoria es limitada y puede estar

susceptible a interferencias (Kent, 2016)

12
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Esta memoria est4 conformada por un componente ejecutivo central y dos
sistemas subsidiarios: el circuito fonoldgico (encargado entre otras cosas del
reforzamiento verbal implicado en el aprendizaje del lenguaje) y el esquema visuo-
espacial que estaria encargado del almacenamiento transitorio de la informacién
espacial del ambiente externo (Etchepareborda y Abad-Mas, 2005; Morgado et al.,
2005).

1.8.4. Memoria alargo plazo

Este tipo de memoria retiene informacién durante un tiempo variable que
puede ser desde minutos hasta tiempos ilimitados (White, 2003). Se subdivide en

memoria declarativa o explicita y memoria no declarativa o implicita.
1.8.4.1. Memoria declarativa o explicita.

Se habla de memoria explicita cuando el sujeto recuerda deliberadamente un
episodio, no solo emplea informacién anteriormente adquirida sino que es
consciente de estar haciéndolo y es capaz de dar numerosos detalles relativos a la
adquisicién de esa informacion, se habla a veces de memoria declarativa porque
puede ser “declarada” o expresada conscientemente en propdsitos verbales.
Ademas, la memoria declarativa se adquiere con relativamente pocas exposiciones
al material que se debe aprender. Este tipo de memoria se subdivide en memoria

semantica y episddica (Aguado-Aguilar, 2001; Winters et al., 2008).

La memoria semantica también denominada como genérica o de hechos
particulares, es la informacién sobre las caracteristicas y atributos que definen los
conceptos, asi como los procesos que permiten su recuperacion de forma eficiente
para su utilizacion en el pensamiento y el lenguaje, no involucra ninguna estructura
de eventos o ubicacion témporo-espacial, es decir, es independiente del contexto;
un ejemplo de este tipo de memoria serian los datos concretos que memorizamos

como cifras, nombres de objetos, fechas, etc. (Carrillo-Mora, 2010)

La memoria episddica también referida como memoria autobiogréfica es
aguella que contiene informacion de los sucesos experimentados de forma

personal, es dependiente del contexto, esto significa que los recuerdos de

13



“Efecto de la exposicién cronica a tolueno sobre el aprendizaje y la memoria en ratas”

experiencias personales van unidos al contexto temporal y espacial en que tales
experiencias se han vivido. A diferencia de la memoria semantica que resulta de la
repeticion y acumulacion progresiva de la informacion, la memoria episodica se
adquiere de un unico “ensayo”, es decir, este tipo de conocimiento se refiere a

episodios Unicos (Aguado-Aguilar, 2001).
1.8.4.2. Memoria no declarativa o implicita

La memoria implicita o no declarativa es la que se manifiesta conductualmente
sin que el sujeto sea capaz de describir la informacion que utiliza y sin necesidad
gue sea consiente ni siquiera del hecho de que anteriormente adquirié esa habilidad
(Aguado-Aguilar, 2001).

Se subdivide en memoria procedimental, no asociativa y asociativa; la
memoria implicita suele ser rigida y duradera, derivada de tipos de aprendizaje
bésico y filogenéticamente antiguos como habituacién o sensibilizacion, aprendizaje
perceptivo y motor, aprendizaje asociativo y no asociativo. La memoria
procedimental se refiere al almacenamiento y recuperacion de informacion de
habilidades motoras, es decir, “saber como hacer” distintas tareas (Aguado-Aguilar,
2001).

Diversos personajes han estudiado diversas formas implicitas de la memoria
empleando un tipo particular de aprendizaje (aprendizaje asociativo) que se
diferencian a su vez en dos: condicionamiento clasico (asociaciéon repetida entre un
estimulo y una respuesta) y condicionamiento operante (asociacién entre un

estimulo y una conducta) (Carrillo-Mora, 2010).
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Figura 2. Taxonomia de los sistemas de memoria a largo plazo (Modificado de
Squire, 1992).

1.8.5. Memoria de reconocimiento

Durante el reconocimiento ocurren dos tipos de experiencias subjetivas, uno
es el sentido de familiaridad, que se experimenta rapidamente y varia desde una
intuicién débil a una creencia convincentemente fuerte. La otra es el recuerdo el
cual implica la recuperacion de asociaciones cualitativas impulsadas por una clave
critica. La evidencia de estudios neuropsicolégicos, de neuroimagen vy
neurofisiolégicos en humanos, monos y ratas indican que las diferentes regiones
del I6bulo medial temporal hacen contribuciones distintas al recuerdo y la
familiaridad (Eichenbaum et al., 2007)

1.8.6. Consolidacion de la memoria

En una situacion de aprendizaje, la memoria no esta completamente fija o
codificada en ese momento, mas bien permanece en una forma labil durante un
cierto periodo de tiempo, este periodo puede durar minutos u horas y puede ser
susceptible a modificaciones positivas 0 negativas hasta que se consolida (Brioni,
1993).

El proceso de consolidacion de la memoria se puede contemplar como un

proceso de consolidacién multiple que tiene lugar en diferentes circuitos cerebrales
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y en diferentes momentos después de la experiencia del aprendizaje. Las neuronas
gabaérgicas de areas cerebrales como la corteza, la amigdala, el tabique y el
hipocampo pueden modular criticamente la activad eléctrica de estas areas durante
el proceso de consolidacion multiple del almacenamiento de la memoria (Brioni,
1993).

1.8.7. Neuroanatomia de la memoria

Los estudios experimentales y clinicos han permitido la comprension de la
neuroanatomia funcional de la memoria; estructuras cerebrales como el hipocampo,
el tAlamo, la amigdala del I6bulo temporal, los cuerpos mamilares, el cerebelo, entre
otras, estan involucradas en la formacion, el almacenamiento y la recuperacion de
diferentes tipos de memoria (White, 2003; Solis et al., 2009).

Corteza motora
suplementania Corteza somatosensorial
Lébulo frontal primaria

Lébulo occipital

Corteza
prefrontal

Cuerpo N - rahipocampica
maméar

Cornteza entorrinal
Amigdala

Figura 3. Areas encefélicas asociadas con funciones de aprendizaje y memoria (Solis
et al., 2009)

Se ha demostrado que los sistemas de memoria estan distribuidos en circuitos

neuronales corticales especificos.
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El buen funcionamiento de la memoria de trabajo depende de las areas
sensoriales primarias, del lobulo prefrontal, ndcleo dorso-mediano talamo y

neoestriado (Solis et al., 2009).

La memoria episddica depende de la integridad del hipocampo, giro dentado
o circunvolucion dentada, de la amigdala y nucleos taldmicos. Para la memoria no
declarativa o implicita, las areas cerebrales relacionadas son: el hipocampo,

ganglios basales y el cerebelo, entre otras (Solis et al., 2009).

El hipocampo también es importante para la memoria de reconocimiento,
siendo mas critico para el recuerdo que para la familiaridad. La corteza
parahipocampica también contribuye al recuerdo, posiblemente a través de la
representacion y la recuperacion de informacion contextual (especialmente
espacial), mientras que la corteza perirrenal contribuye y es necesaria para el

reconocimiento basado en la familiaridad (Eichenbaum et al., 2007).

Las lesiones en las cortezas perirrinal, parahipocampica y entorrinal producen
una mayor deficiencia en el almacenamiento de memoria y el reconocimiento de
objetos, que las lesiones selectivas al hipocampo (Warrington et al., 1994; Solis et
al., 2009).

1.8.8. Bases moleculares de la memoria
1.8.8.1. Plasticidad sinapticay potenciacion alargo plazo

Durante el desarrollo del cerebro, los axones que se encuentran en
crecimiento deben reconocer y establecer conexiones con las neuronas
postsinapticas apropiadas para establecer los circuitos neuronales funcionales que
median el comportamiento animal. Una vez que estos circuitos sinapticos se
establecen, pueden sufrir modificaciones incluyendo la adicion o supresion de
sinapsis, o la alteracion de las sinapsis preexistentes. Esta capacidad de cambio,
denominada plasticidad sinaptica, representa la capacidad del sistema nervioso
para codificar y representar los cambios en el entorno, es decir, la capacidad de

aprender y recordar. (Murase y Schuman, 1999).
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Las sinapsis, los puntos de contacto entre las neuronas, experimentan
cambios dinamicos en su fuerza, que perduran de minutos a horas a dias. La
potenciacion a largo plazo (LTP, por sus siglas en inglés) es una mejora duradera
de la transmision sinaptica excitatoria que se produce después de breves episodios
de actividad sinaptica (Murase y Schuman, 1999).

La LTP se descubrio al observar un incremento estable y duradero entre la
via perforante y las células granulares de la circunvolucion dentada del hipocampo
tras una estimulacion de frecuencia moderadamente alta, posteriormente estudios
in vitro mostraron que no solo se trata de un fendmeno duradero, sino también de
induccidén rapida y con caracteristicas asociativas y de especificidad de estimulos
(Morgado et al, 2005).

Este tipo de plasticidad sinaptica ha sido intensamente estudiado como un
modelo potencial de cdmo se almacena la informacion durante el aprendizaje con

animales (Murase y Schuman, 1999).

Una de las principales sefiales que induce la LTP es el aumento de las
concentraciones de Ca?* en las neuronas postsinapticas, este incremento de calcio

puede ser generado por tres mecanismos (Ben-Ari et al., 1992)

e Activacion del receptor NMDA permeable a Ca?*.
e Activacion de canales de Ca?* dependientes de voltaje.

e Liberacion de Ca?* desde almacenamientos intracelulares.

1.9. Toluenoy memoria

Durante mucho tiempo se ha documentado en la literatura médica una gran
variedad de anormalidades neurolégicas causadas por los disolventes organicos,
la mayoria son de casos de abusadores crénicos y de trabajadores expuestos a

estos compuestos.

Algunos de los estudios realizados en paises escandinavos informaron de la

aparicion del “sindrome psico-organico” o “sindrome de los pintores” resultado de
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una exposicion cronica de bajo nivel, que consiste en fatiga, cambios de

personalidad, dificultad de concentracion y mala memoria (Rosenberg et al., 2002).

Se ha demostrado que el abuso cronico de tolueno causa cambios
permanentes en las estructuras cerebrales como el cerebelo, los ventriculos
cerebrales y los surcos corticales, correlacionandose con disfuncion neuronal. El
tolueno puede causar depresion del SNC, pérdida de la memoria y dafio progresivo

cerebral y nervioso (Fornazzari et al., 1983; Baydas et al., 2005).

Dentro del cerebro, el tolueno se dirige principalmente a la sustancia blanca,
gue se cree que contribuye a muchas de las consecuencias neuroldgicas a largo
plazo, como es en el caso de la leucoencefalopatia. La gravedad clinica de la
leucoencefalopatia por tolueno es paralela al grado de lesion de la sustancia blanca
en el cerebro, como se observa en los estudios con neuroimagen, cuya
caracteristica mas importante de este trastorno es la demencia. (Filley et al, 2004;

Duncan y Lawrence, 2013).

Existen evidencias que sugieren la posibilidad de que el abuso del tolueno de
manera cronica también tenga como blanco estructuras de materia gris y como
consecuencia una disminucion en el numero de células neuronales, indicando la
capacidad del tolueno para conducir directa o indirectamente a la muerte celular.

(Duncan y Lawrence, 2013).

Hougaard y col., (1999), expusieron ratas embarazadas a tolueno, en los dias
7-20 de gestacion a una concentracion de 1800 ppm durante 6 h al dia. Se estudio
el desarrollo y los efectos neuroconductuales de la exposicidon prenatal a tolueno.
Se observé que los pesos corporales de la descendencia fueron mas bajos, ademas
de que el rendimiento en el laberinto de Morris durante el aprendizaje inicial dio
algunas indicaciones de deterioro de las funciones cognitivas que se confirmé en
las pruebas posteriores. Los efectos sobre las funciones cognitivas fueron mas

marcadas en la descendencia femenina.

Hass y col. (1999), estudiaron el efecto de la exposicion a tolueno sobre ratas
embarazadas desde el dia 7 de embarazo hasta el dia 18 posnatal con una

19



“Efecto de la exposicién cronica a tolueno sobre el aprendizaje y la memoria en ratas”

concentracion de 1200 ppm durante 6 h por dia. Los efectos de desarrollo y
neuroconductuales fueron investigados en la descendencia. Realizaron pruebas de
funcién motora, actividad motora y aprendizaje y memoria en el laberinto acuatico
de Morris. Los principales efectos observados en la crias fue el bajo peso al nacer,
retraso en el desarrollo del reflejo, incremento en la actividad motora y deterioro en

las funciones cognitivas.

Rosenberg y col. (2002) realizaron un estudio en donde participaron 55
personas, todas ellas con historial de abuso de disolventes organicos. Evaluaron la
ejecucion de funciones cognitivas, memoria de trabajo, velocidad y capacidad del
procesamiento de la informacién, discurso y lenguaje. Los resultados fueron
comparados con otro grupo de abusadores de otro tipo de drogas (cocaina y
alcohol) que fueron sometidos a las mismas pruebas, ambos tuvieron un
desempeiio pobre pero el grupo de los abusadores de disolventes tuvo un
desempefio aun peor en las pruebas de memoria de trabajo y ejecucion de

funciones cognitivas.

Baydas y col. (2005) investigaron el efecto de la exposicién a tiner (3000 ppm)
durante 45 dias (1 h/dia) sobre las funciones cognitivas, evaluadas en el laberinto
acuatico de Morris y el test de evitacion pasiva, asi como el efecto sobre los niveles
de moléculas de adhesion celular neuronal (NCAM) y los productos de peroxidacion
lipidica (LPO) en el hipocampo, corteza y cerebelo en ratas. También estudiaron la
accion de la melatonina sobre los efectos producidos por el disolvente. La
exposicion a tiner causo un aumento significativo de LPO (malondialdehido y 4-
hidroxi alcanos) en todas las regiones del cerebro, lo que indica que puede producir
dafio oxidativo en lipidos, proteinas y acidos nucleicos. La administraciéon de
melatonina redujo significativamente las LPO y elevo los niveles de glutation en el
cerebro. Las NCAM desempefas funciones estructurales y de desarrollo en el
sistema nervioso, ademas de estar involucradas en el aprendizaje y la memoria. Las
NCAM disminuyeron significativamente en el hipocampo y la corteza. Ademas las
ratas mostraron un déficit cognitivo sobre las pruebas mencionadas anteriormente,
se observé que este efecto pudo ser revertido en las ratas que fueron tratadas con

melatonina.
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Hueng-Sik Seo y col., (2010), estudiaron los cambios temporales de la
neurogénesis en el hipocampo de ratones (C57BL) después de la administracion
aguda de tolueno (500mg/kg, i.p.) utilizando dos marcadores histoquimicos (Ki-67 y
DCX). Ademas evaluaron la posible disfuncion conductual en pruebas de
aprendizaje y memoria. EI nUmero de células de la circunvolucion dentada del
hipocampo disminuyo después del tratamiento con tolueno, también hubo una
disminucién significativa de la memoria en comparacion con el grupo control al
realizar la prueba de reconocimiento del objeto novedoso. Este estudio sugiere que
la exposicion aguda de tolueno reduce la tasa de neurogénesis del hipocampo y
puede causar disfuncion del hipocampo, como depresién y deterioro cognitivo.

Huerta-Rivas y col., (2012), estudiaron el efecto de la exposicion crénica y
aguda de tolueno (1000, 2000, 4000 o 6000 ppm) sobre el aprendizaje, la memoria
y la acetilacion de histonas en el hipocampo de ratas macho de la cepa Wistar
durante dos etapas de la vida: adolescencia (PN 22-35) y la edad adulta joven (PN
43-56). Las pruebas de memoria utilizadas fueron la prueba de reconocimiento del
objeto novedoso y prueba de evitacion inhibitoria, también se realizaron pruebas de
actividad locomotora y nocicepcion. La inhalacion crénica y aguda del tolueno
perjudico el aprendizaje, la memoria a corto y largo plazo en las pruebas
anteriormente mencionadas en ambos grupos de edad, este efecto se produjo a
concentraciones bajas de tolueno (1000 y 2000 ppm). La inhalacion aguda de
tolueno produjo nocicepcion. La acetilacion de las histonas en el giro dentado del
hipocampo se produjeron de diferente manera segun la histona, la edad y
tratamiento: una sola exposicion de tolueno aumento la acetilacion H4 en ambos
grupos de edad, mientras que en la exposicion crénica disminuyo la acetilacién de
H3 solo en ratas adultas jovenes. Este estudio ademas de mostrar el efecto
perjudicial del tolueno sobre la memoria, muestra que incluso una solo exposicion

de tolueno puede causar cambios epigenéticos en el hipocampo de ratas.
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2. JUSTIFICACION

El consumo de drogas es una constante en toda la sociedad. Los inhalables
se encuentran entre las drogas de abuso mas populares, sobre todo en jovenes,
esto se debe a que son de disposicion legal, de bajo costo, faciles de usar y sus

efectos son inmediatos.

El abuso de tolueno sobre todo en edades tempranas puede conducir a un
deterioro cognitivo y disminucién en el coeficiente intelectual, ademas puede
producir cambios en las estructuras cerebrales que se correlacionan con la

disfuncién neuronal.

Aungue aun no es conocido completamente el mecanismo de accion del
tolueno, los estudios han demostrado que interactia con diversos receptores, entre
los mas importantes se encuentran los receptores NMDA, los cuales juegan un
papel muy importante en el neurodesarrollo, neuroplaticidad, asi como en los
procesos de aprendizaje y memoria. También se ha documentado que la exposicion
prolongada a disolventes produce discapacidad mental y déficit en el aprendizaje
tanto en humanos como en animales. A pesar de esto, los inhalables se consideran

el grupo de drogas de abuso menos estudiadas.

A pesar de las numerosas pruebas en donde se puede evaluar aprendizaje y
memoria en animales, aun no son suficientes los estudios realizados sobre el efecto
del tolueno de manera crénica en estos procesos cognitivos, como es el caso de la
prueba de auto aprendizaje en la caja condiciénate de Skinner en la que no existe
ningun registro de haber estudiado las repercusiones del tolueno evaluadas en esta
prueba. Por eso es importante seguir estudiando e investigando tales efectos sobre

dichos procesos cognitivos.
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3. HIPOTESIS

La exposicion cronica de tolueno causa una alteracion en los procesos de

aprendizaje y memoria en ratas.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Investigar si la exposicidn crénica de tolueno altera las capacidades cognitivas

de aprendizaje y memoria en ratas.

4.2. Objetivos especificos

Evaluar el efecto de la exposicion cronica a tolueno sobre el aprendizaje y la
memoria a largo plazo de tipo no declarativa en un modelo de auto aprendizaje en

ratas.

Evaluar el efecto de la exposicidn crénica a tolueno sobre la memoria a corto
y largo plazo de tipo declarativa (episédica) en la prueba de reconocimiento del

objeto novedoso en ratas.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Animales

Se usaron ratas macho de la cepa Wistar de 3 meses de edad (200 a 300 g.
de peso) sometidas a un ciclo invertido de luz/oscuridad 12:12h, (el periodo
comprendido de luz fue de 21:00 h a 09:00 h) con acceso libre a agua y alimento,
alojadas en grupos de 5 animales. Todos los procedimientos experimentales se
llevaron a cabo segun lo establecido por el comité local de ética y de acuerdo a las
regulaciones establecidas en la norma oficial mexicana para el uso y cuidado de
animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999).

5.2. Sustancias

Se uso tolueno (J.T. Baker) grado HPLC como disolvente de abuso prototipo.
Los animales fueron expuestos a una concentracion de 4000 ppm y 6000 ppm para

el protocolo de memoria y aprendizaje respectivamente.
5.3. Disefo experimental

El estudio se llevé a cabo mediante dos protocolos experimentales: uno para

evaluar memoria y otro para evaluar aprendizaje.

Los animales utilizados en el protocolo de memoria se dividieron en dos
grupos: el grupo expuesto a tolueno (4000 ppm) y el grupo control expuesto a aire

con una n=10 cada grupo. El protocolo se realizé en 5 etapas:

Primera etapa: se realizaron dos pruebas de actividad motora espontanea, una

en campo abierto y la segunda en la caja de prueba del objeto novedoso.

Segunda etapa: se realizaron las pruebas de auto aprendizaje en la camara

condicionante (caja de Skinner).

Tercera etapa: se realizaron las pruebas de reconocimiento del objeto

novedoso.
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Cuarta etapa: Se realiz6 la exposicion a tolueno 24 horas después de haber
concluido con las pruebas en caja de Skinner y objeto novedoso. Los animales se
colocaron en la camara de exposicion estatica por 30 min, 2 veces al dia con una

diferencia de 6 horas entre cada exposicion durante 4 semanas.

Quinta etapa: al finalizar la exposicion, los animales fueron sometidos
nuevamente a las pruebas de memoria (con el propdsito de estudiar el efecto del

disolvente sobre la consolidacion de la memoria) y pruebas de actividad motora.

Para el protocolo de aprendizaje, los animales utilizados fueron separados en
dos grupos: el grupo expuesto a tolueno (6000 ppm) y el grupo control expuesto a
aire (control) con una n=7y n= 6 respectivamente. El protocolo se realizé de manera
similar al protocolo de memoria; primeramente se realizd la prueba de actividad
motora (solo en la caja del objeto novedoso), posteriormente la exposicion a tolueno
(4 semanas, 2 veces al dia, 30 min). Posteriormente se aplicaron las pruebas de
auto aprendizaje y la prueba de reconocimiento del objeto novedoso, con el

propésito de estudiar el efecto del disolvente sobre el aprendizaje en ratas.
5.4. Exposicién al disolvente

La exposicion a Tolueno se llevo a cabo en cdmaras de exposicion estéatica
que consta de una jarra cromatogréafica de 29 L, cerrada de forma hermética por
una tapa de acrilico, que cuenta con un puerto de inyeccion por el que se administra
el disolvente y es recibido por un papel filtro sujetado a una malla metélica. En el
interior tiene un ventilador con las aspas dirigidas hacia adentro, lo que permite la
rapida volatilizacion y distribucion del disolvente durante el tiempo de exposicion
(Figura 4).
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Figura 4. Camara de exposicion estética.

Los animales son introducidos de manera individual, administrando el
disolvente por el puerto de inyeccion. Las exposiciones se llevaron a cabo por un
periodo de 30 minutos, dos veces al dia, con una diferencia de 6 horas, durante un
mes (30 dias). Las concentraciones de vapor deseadas se alcanzan en menos de
un minuto y permanecen constantes durante el tiempo de exposicion. El volumen
necesario para obtener la concentracion deseada en partes por millén dentro de la

camara, se calcula empleando la ecuacién de Nelson.

__ PMCppmVs P (10-6)
- d RT

Vv

Donde:

V = volumen del solvente que se necesita inyectar para obtener la

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

Cppm = concentracién deseada (ppm)

26



4

“Efecto de la exposicién cronica a tolueno sobre el aprendizaje y la memoria en ratas’

Vs = volumen de la camara de exposicion.

d = densidad del disolvente (g/l)

P= presion atmosférica (atm)

R =constante general de los gases (L-atm-mol*-K?)

T = temperatura.

5.5. Prueba de actividad motora espontanea

Para el protocolo de memoria se realizaron dos pruebas de actividad motora
espontanea, es decir, antes y después de la exposicion a tolueno: la primera en un
campo abierto rectangular de 1.3 x 1 m y la segunda en la caja del objeto novedoso

con una superficie de 40 x 40 cm.

Por otro lado, para el protocolo de aprendizaje solo se realizé una prueba de
actividad motora en la caja del objeto novedoso antes y después del tratamiento con

tolueno.

En ambas pruebas, los animales iniciaron con una fase de habituacion de 3
minutos, seguido de la fase de prueba que consistié en colocar el animal en el centro
del campo y grabarlas durante un periodo de 5 minutos con la finalidad de que
guedara registrado en video para su posterior analisis. Se registré el nimero de

veces en que la rata se levantd en dos patas (actividad vertical).

5.6. Pruebade auto aprendizaje (caja de Skinner)

La camara de condicionamiento operante o caja de Skinner es un instrumento
de laboratorio que esta especialmente adaptado para el preciso control ambiental

que es fundamental en el estudio de condicionamiento operante (Reynolds, 1973).

Las dimensiones de la camara (caja condicionante de Skinner Med
Associates, St Albans, VT), son de 30 x 25 x 25 cm, la pared anterior y posterior son

de aluminio y las paredes laterales son de acrilico. Dentro se encuentra una bandeja
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de comida (5 x 4 cm) empotrada en la parte central de la pared anterior a 2 cm
encima del piso, se encuentra una palanca que esta a 5 cm de lado izquierdo de la
bandeja y 4 cm por encima del piso, una luz blanca de 28 V situada a 6 cm por

encima de la palanca (Figura 5).

Existe una caja adicional que se coloca de manera externa a la camara, esta
disefiada para impedir la entrada de luz y sonido, esta ventilada en su interior y el
experimentador no entra en contacto directo con el sujeto durante la sesion de

experimento.

Figura 5. Caja de Skinner.

El protocolo fue tomado y modificado de Picazo y col., (2016) la cual inicia
con una fase de habituacién (5 min), en donde los animales son introducidos
a la camara de manera individual con ayuno de 24 horas y acceso a 10 pellets
de alimento (0.45 g).

La fase de prueba o sesién de auto aprendizaje consta de 30 ensayos de 1
min; cada ensayo consiste en la presentacion del estimulo condicionado de luz-
palanca (CS) por 30 s, en donde la rata puede tener acceso a los pellets de comida
(estimulo no condicionado [US]) por medio de la respuesta condicionada (CR), es

decir, al presionar la palanca y 30 s de oscuridad.
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Durante los primeros 10 ensayos de cada sesién y para propésitos de
ensefianza, se proporcionaba de manera manual el US en presencia del CS, para

qgue el animal lograra producir CR.

Se dieron un maximo de 7 sesiones con 24 horas de diferencia cada una.
Posterior al dia de aprendizaje, se dio una Ultima sesion de 10 ensayos en donde

las CR fueron el resultado final.

Solo para el protocolo de memoria, después de la exposicion al disolvente, se
realizaron 10 ensayos de prueba por dos dias. El incremento o decremento de CR
se considera como una mejoria o deterioro de la memoria (Manuel-Apolinar y
Meneses, 2004).

Todas las respuestas (CR) fueron registradas a través de una interface de

computadora, usando el software Med-1V

La limpieza de la caja entre sesion implico la eliminacién de materia fecal y
orina, el uso de una solucién alcohol-agua al 5% para controlar las sefiales de olor,

secada y ventilada durante unos minutos.
5.7. Pruebadereconocimiento del objeto novedoso

Esta prueba es usada para estudiar la memoria a corto plazo, memoria
declarativa (episédica) y atencién (Winters et al., 2008; Huerta-Rivas et al., 2012).
La prueba fue introducida por Ennaceur y Delacour (1988), con el fin de evaluar la
capacidad de las ratas para reconocer un objeto nuevo en un entorno familiar, esta
basada en la tendencia natural de los roedores por explorar nuevos objetos por lo
gue se espera que el animal tome mas tiempo en explorar un objeto nuevo que uno

familiar.

El equipo consta de una caja cuadrada de acrilico de 40 cm? con dos areas
marcadas que indican la posicion de los objetos a discriminar y un equipo de

grabacion para el analisis posterior de cada prueba.
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Los objetos que se utilizaron en la prueba tienen una dimension aproximada

de 5 cm?y estan hechos de madera.

La prueba inicia con una fase de habituacion de 3 minutos, seguido de una fase
de adquisicion que consta de la presentacion de dos objetos iguales, también
denominados familiares (A, A’), durante 5 minutos.

Después de la fase de adquisicion el animal es retirado, una hora después es
colocado nuevamente en la caja para evaluar la memoria a corto plazo con la
presentacion de un objeto familiar y un objeto novedoso (A, B). 24 horas después
se evalué memoria a largo plazo con la presentacion del objeto familiar y otro objeto

novedoso (A, C).

La exploracion del roedor hacia los objetos se registra cuando coloca su nariz
a un distancia < 2 cm del objeto (Han y Kim, 2015), cuando los toca completamente
con la nariz o cuando los toca con las patas delanteras (Morales-Montor et al.,
2013). No es registrado si se acuesta sobre el objeto o es tocado por el cuerpo o
cola (Orlate-Sanchez et al., 2014).

La limpieza entre ensayos implico la eliminacion de pellets fecales y orina; para
controlar las sefales de olor, la caja y los objetos fueron completamente limpiados

con una solucién alcohol-agua al 5%, secados y ventilados durante unos minutos.

El resultado se calcula como indice de reconocimiento (IRro) con la siguiente

formula:
IRrO= Tiempo de exploraciéon en el ON
RO Tiempo de exploracion en el OF+Tiempo de exploracion en el ON
Donde:

IRrRo = Indice de reconocimiento (> 0.5 indica preferencia por el objeto

novedoso)
ON= Objeto Novedoso

OF= Objeto Familiar
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Figura 6. Prueba de reconocimiento del objeto novedoso.
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6. ANALISIS DE RESULTADOS

Los resultados se expresaron en graficas como la media + error estandar (e.e)

de cada grupo experimental.

Las diferencias entre cada grupo se analizaron por medio de la prueba t-
Student para muestras independientes o t-Student para muestras emparejadas
segun corresponda. Los datos que no se ajustaron a las curvas de normalidad se
realizaron pruebas no paramétricas (U de Mann-Whitney o prueba de Wilcoxon).

El andlisis estadistico y material grafico se realizé con el programa Sigma Plot
version 11.0. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas con un

valor de p < 0.05.
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7. RESULTADOS

7.1. Protocolo de memoria

Los animales utilizados en el protocolo de memoria se dividieron en dos
grupos: grupo control (ratas a las que solo fueron expuestas a aire) y el grupo

tolueno (ratas expuestas al disolvente) con una n=10 cada grupo.

Se registraron los pesos corporales de las ratas del grupo control y tolueno
antes y después del tratamiento con tolueno (1 mes). Hubo diferencia significativa
entre el pre y post tratamiento en ambos grupos con una p=0.001 en el grupo control

y una p=0.002 en el grupo tolueno (Fig. 7).

Peso corporal de ratas pre y post tratamiento
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Figura 7: Peso corporal de ratas antes y después de la exposicion a tolueno (4000 ppm) o aire
(control) con una n=10 en ambos grupos. Los resultados se muestran en media + error estandar. Se
observé diferencia significativa en ambos grupos *p < 0.05, (prueba t-Student para muestras
relacionadas).
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e Prueba de actividad motora espontanea

La prueba de actividad motora se realiz6 a ambos grupos (control y tolueno)
en dos pruebas: una en campo abierto y la otra en la caja del objeto novedoso, en
ambas pruebas se valoré la actividad vertical, es decir, el nUmero de veces en que
la rata se paraba en dos patas. Ambas pruebas se realizaron antes y después de la

exposicion a tolueno o aire (pre y post tratamiento).

En la prueba de actividad motora dentro de la caja del objeto novedoso, se
observd que no hubo diferencia significativa entre el pre y post tratamiento en el

grupo control (p=0.070) ni en el grupo tolueno (p=0.826) (Fig. 8).

Prueba de actividad motora pre y post tratamiento
en caja del objeto novedoso
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Figura 8. Prueba de actividad motora pre y post tratamiento a tolueno (4000 ppm) o aire
(control) en caja del objeto novedoso, con una n=10 en ambos grupos. Los resultados se
muestran en media + error estandar. No se observd diferencia estadistica.

En la prueba de actividad motora realizada en campo abierto hubo una
diferencia significativa en el grupo control entre el pre y post tratamiento con una

p=0.001, mientras que en grupo tolueno no se observd diferencia estadistica

(p=0.557) (Fig. 9).
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Prueba de actividad motora pre y post tratamiento
en campo abierto
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Figura 9. Prueba de actividad motora pre y post tratamiento a tolueno (4000 ppm) o aire
(control) en campo abierto con una n=10 en ambos grupos. Las barras representan la media + error
estandar, *p < 0.05. Se observo diferencia estadistica en el grupo control pre tratamiento vs post
tratamiento (prueba t-Student para muestras relacionadas).

e Prueba de auto aprendizaje (Caja de Skinner)

Los grupos control y tolueno se sometieron a las pruebas de auto aprendizaje

en la caja de Skinner antes y después de la exposicion al disolvente.

Previo a la exposicion al disolvente se registré el numero de dia en que las
ratas aprendian respuesta condicionada. En ambos grupos, esta relacion esta
representada como porcentaje de ratas que aprendieron en los 7 dias de prueba
(Fig. 10y 11).
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% de ratas que aprendieron respuesta condicionada
en los dias de prueba (grupo control)
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Figura 10. Porcentaje de ratas del grupo control que aprendieron respuesta condicionada
durante los 7 dias de prueba en la caja de Skinner (n=10). Los resultados se muestran en porcentaje
por cada dia de entrenamiento.

% de ratas que aprendieron respuesta condicionada
en los dias de prueba (grupo tolueno)
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Figura 11. Porcentaje de ratas del grupo tolueno que aprendieron respuesta condicionada
durante los 7 dias de prueba en la caja de Skinner (n=10). Los resultados se muestran en porcentaje
por cada dia de entrenamiento.
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Se observo que el cuarto dia fue en el que la mayoria de ratas aprendieron
respuesta condicionada, 70% de ratas del grupo control y un 50% de ratas del grupo
tolueno. 20% de las ratas aprendieron en el 5to dia en ambos grupos. Unicamente
un 10% de ratas aprendio el 6to dia en ambos grupos y un 10% de ratas del grupo
tolueno aprendio el segundo dia y séptimo dia.

También fue registrado numero de respuestas condicionantes de cada rata
de ambos grupos en una prueba de 10 ensayos posterior al dia de aprendizaje (pre
tratamiento). Después de la exposicidon a tolueno o aire respectivamente, se realizo
dos pruebas de 10 ensayos con 24 horas de diferencia cada una, es decir, en dos

dias de prueba (Post 1, Post 2). Los resultados se muestran en la fig. 12.

Respuestas condicionantes pre y post tratamiento
del grupo control y tolueno

90 - % *
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Pre Post 1 Post 2 Pre Post 1 Post 2

Control Tolueno

Figura 12. Numero de respuestas condicionantes pre y post tratamiento en animales
expuestos a aire (control) y tolueno (4000 ppm) con una n=10 en ambos grupos. Las barras
representan la media + error estandar, *p < 0.05. Se observo diferencia significativa entre el pre vs
post 2 tratamiento en el grupo control y en el grupo de tolueno entre el pre vs post 1y el pre vs post
2 tratamiento (prueba t-Student para muestras relacionadas).
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Hubo diferencia significativa en el grupo control Post 2 vs el pre tratamiento
con una p=0.001, también se observo significancia en el grupo tolueno entre el pre
tratamiento vs el primer dia post tratamiento (Post 1) con una p=0.017 y el pre

tratamiento vs el segundo dia de prueba post tratamiento (Post 2) con una p=0.001.
e Prueba dereconocimiento del objeto novedoso

Se realiz6 la prueba de reconocimiento de objeto novedoso pre y post
tratamiento a ambos grupos. Se registraron los tiempos de exploracion del objeto
novedoso y el objeto familiar a la hora y a las 24 horas después de la fase de
“adquisicion”. Posteriormente se calculé el indice de reconocimiento de ambos

grupos.

En general no se observé diferencia estadisticamente significativa en los
tiempos de exploracion del objeto familiar y novedoso en ambos grupos antes y
después del tratamiento con tolueno o aire respectivamente. Lo mismo sucedi6 con
los indices de reconocimiento del grupo control y tolueno, pre y post tratamiento,
ademas se observo que ambos grupos estuvieron por encima del 0.5 que indica

una preferencia hacia el objeto novedoso.
Se realizaron en su mayoria pruebas no paramétricas (U Mann-Whitney).

No se observd significancia estadistica en los tiempos de exploracién de
objetos a la hora en el grupo control (p=0.865) ni en el grupo tolueno (p=0.158). En
cuanto al indice de preferencia o reconocimiento (1h) tampoco hubo diferencia
significativa (p=0.741) (Fig. 13).
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Figura 13. A) Exploracién del objeto familiar y novedoso pre tratamiento (1h) del grupo
control y tolueno con una n=10 en ambos grupos. B) indice de reconocimiento del grupo control y
tolueno pre tratamiento (1h). Los resultados se muestran como la media + error estandar. No se
observé diferencia significativa en los tiempos de exploracién de los objetos ni en el indice de
reconocimiento.
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A las 24 horas después de la fase de “adquisicion”, no se observo diferencia
significativa entre la exploracion del objeto familiar y el objeto novedoso del grupo
control (p=0.486) y del grupo tolueno (p=0.486) .En cuanto al indice de preferencia
entre el grupo control y tolueno a las 24 horas, no hubo diferencia estadistica con
una p=0.850 (Fig. 14).
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Figura 14. A) Exploracion del objeto familiar y novedoso pre tratamiento (24h) del grupo
control y tolueno con una n=10 en ambos grupos. B) indice de reconocimiento del grupo control y
tolueno pre tratamiento (24h). Los resultados se muestran como la media + error estandar. No se
observd diferencia significativa en los tiempos de exploracién de los objetos ni en el indice de
reconocimiento.
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Después de la exposicién al tolueno (4000 ppm) o aire (grupo control) se
observdé que no hubo diferencia significativa en el tiempo de exploracion post
tratamiento (1 h) en el grupo control (p=0.424) ni en el grupo tolueno (p=0.186).
Tampoco hubo significancia estadistica en el indice de reconocimiento a la hora

post tratamiento entre el grupo control y tolueno (p=0.458) (Fig. 15).
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Figura 15. A) Exploracion del objeto familiar y novedoso post tratamiento (1h) del grupo control
y tolueno con una n=10 en ambos grupos. B) indice de reconocimiento del grupo control y tolueno
post tratamiento (1h). Los resultados se muestran como la media + error estandar. No se observo
diferencia significativa en los tiempos de exploracion de los objetos ni en el indice de reconocimiento.
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No hubo significancia estadistica en el tiempo de exploracion del objeto
novedoso y familiar del grupo control post tratamiento a las 24 horas (p=0.158),
tampoco se observd diferencia significativa en el grupo expuesto a tolueno
(p=0.385). En cuanto al indice de preferencia, no hubo diferencia significativa entre

el grupo control y tolueno (p=0.564) (Fig.16).

A) Tiempo de Exploracion Post-Tratamiento (24 h)
40
35 4
£ 30
=
£
8 251
o
8 20 4
S
o 151
o
§
2 10+ T
5 4
0 T
O. Familiar O. Novedoso  O. Familiar O. Novedoso
CONTROL TOLUENO
B)
indice de Reconocimiento Post-Tratamiento (24 hrs)
0.8 +
0.7 4
g T
5 0.6 T
E
S 05
=
o
8 0.4
g o
S
o 0.3
o
°
£ 0.2
o
0.1 4
0.0 T v
CONTROL TOLUENO

Figura 16. A) Exploracion del objeto familiar y novedoso post tratamiento (24h) del grupo
control y tolueno con una n=10 en ambos grupos. B) indice de reconocimiento del grupo control y
tolueno post tratamiento (24h). Los resultados se muestran como la media + error estandar. No se
observd diferencia significativa en los tiempos de exploracién de los objetos ni en el indice de
reconocimiento.




“Efecto de la exposicién cronica a tolueno sobre el aprendizaje y la memoria en ratas”

7.2. Protocolo de aprendizaje

Los animales utilizados en el protocolo de aprendizaje se dividieron en dos
grupos: grupo control (ratas expuestas a aire) y el grupo tolueno (6000 ppm) con

una n=6 y n=7 respectivamente.

Se registraron los pesos corporales de las ratas del grupo control y grupo
tolueno antes y después de la exposicion al tolueno o aire (pre y post tratamiento).
Hubo significancia entre los pesos del grupo control pre y post tratamiento con una
p=0.001y en el grupo tolueno con una p=0.001, también se observo una diferencia
significativa entre los pesos post tratamiento del grupo control vs el grupo tolueno

post tratamiento con una p=0.005. (Fig. 17).
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Figura 17. Peso corporal de ratas antes y después de la exposicion a tolueno (6000 ppm) o aire
(control) con una n=7 y n=6 respectivamente. Los resultados se muestran en media + error estandar.
Se observo diferencia significativa en ambos grupos entre el pre vs post tratamiento, *p < 0.05,
(prueba t-Student para muestras relacionadas) y entre el peso del grupo control vs el grupo tolueno
post tratamiento (t-Student para muestras independientes).
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e Prueba de actividad motora espontanea

La prueba de actividad motora se realizo Unicamente en la caja del objeto
novedoso antes y después de la exposicion a tolueno o aire respectivamente. Se
valoré la actividad vertical, es decir, el nUmero de veces en que la rata se paraba en

dos patas

Hubo diferencia significativa en el grupo control entre la actividad motora pre
y post tratamiento con una p=0.024 (prueba t-Student para muestras relacionadas).
No hubo diferencia significativa en el grupo tolueno entre el pre y post tratamiento
(p=0.146).
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Figura 18. Prueba de actividad motora pre y post tratamiento en caja del objeto novedoso
del grupo control y tolueno (6000 ppm) con una n=6 y n=7 respectivamente. Los resultados se
muestran en media + error estandar, se observo diferencia estadistica entre la actividad motora
del grupo control entre el pre vs post tratamiento, *p < 0.05 (prueba t-Student).
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e Prueba de auto aprendizaje (caja de Skinner)

Se realizé la prueba de auto aprendizaje a ambos grupos, después de la
exposicion a tolueno (6000 ppm) o aire. Se registraron los dias en los que los
animales aprendian respuesta condicionada. Se observo que en el grupo control, el
4to dia fue en el que la mayoria de ratas aprendio (50%), mientras que en el 6to dia
solo aprendieron el 33.33% y el 3er dia el 16.66% (Fig. 19)

En cambio, en el grupo tolueno el dia en el que la mayoria de ratas aprendié
fue el 6to (42.85%), seguido del 5to dia con 28.57% y solo un 14.28% para el 4to y
7mo dia (Fig. 20).
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Figura 19. Porcentaje de ratas que aprendieron respuesta condicionada en los 7 dias de prueba

en la caja de Skinner después de un mes de exposicién a aire (grupo control) con una n=6. Los
resultados se expresan como porcentajes por cada dia de entrenamiento.
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Figura 20. Porcentaje de ratas que aprendieron respuesta condicionada en los 7 dias de prueba
en la caja de Skinner después de un mes de exposicion a tolueno (6000 ppm) con una n=7. Los
resultados se expresan como porcentajes por cada dia de entrenamiento.

Con respecto al numero de respuestas condicionantes, en la prueba final de
10 ensayos posterior al dia de aprendizaje, no se observo diferencia significativa

entre el grupo control y tolueno (p=0.051) (Fig. 21).
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Figura 21. Numero de respuestas condicionantes post tratamiento en animales expuestos a
aire (control) y tolueno (6000 ppm) con una n=6 y n=7 respectivamente. Las barras representan la
media + error estandar. No se observo diferencia significativa en grupo control y el grupo tolueno.

e Prueba de reconocimiento del objeto novedoso.

Se realiz6 la prueba de reconocimiento de objeto novedoso a ambos grupos.
Se registraron los tiempos de exploracion del objeto novedoso y el objeto familiar a
la hora y a las 24 horas después de la fase de “adquisicion”. Posteriormente se

calculo el indice de reconocimiento de ambos grupos.

No hubo diferencia significativa entre el tiempo de exploracion del objeto
familiar y el objeto novedoso a la hora en el grupo control (p=0.244) ni en el grupo
tolueno (p=0.805). Respecto al indice de reconocimiento tampoco se observo

diferencia estadistica entre el grupo control y tolueno (p=0.534) (Fig.22).
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Figura 22. . A) Exploracién del objeto familiar y novedoso del grupo control y tolueno (1h)
con una n=6 y n=7 respetivamente. B) indice de reconocimiento del grupo control y tolueno (1h). Los
resultados se muestran como la media + error estdndar. No se observo diferencia significativa en los
tiempos de exploracion de los objetos ni en el indice de reconocimiento.
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No hubo diferencia estadistica entre el tiempo de exploracion del objeto
familiar y el objeto novedoso a las 24 horas en el grupo control (p= 0.063) ni en el
grupo tolueno (p=0.772). En cuanto a los indices de reconocimiento a las 24 horas,
si hubo una diferencia significativa entre el grupo control y tolueno con una p=0.049

(prueba t- Student para muestras independientes) (Fig. 23).

Se observo que el grupo tolueno esta por debajo del indice de reconocimiento
de 0.5, es decir, este grupo no tuvo preferencia por el objeto novedoso.
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Figura 23. A) Exploracion del objeto familiar y novedoso del grupo control y tolueno
(24h) con una n=6 y n=7 respetivamente. B) indice de reconocimiento del grupo control y
tolueno (24h). Los resultados se muestran como la media + error estandar. No se observo
diferencia significativa en los tiempos de exploracion de los objetos en ambos grupos. Se
observo diferencia estadistica entre los indices de reconocimiento del grupo control vs
grupo tolueno, *p< 0.005, prueba t-Student para muestras independientes.
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8. DISCUSION

El abuso de inhalables en México es comun entre los jovenes marginados
(Gigengack, 2013).

La exposicidon prolongada a tolueno se asocia con anomalias neurolégicas que
incluyen deterioro cognitivo, atrofia cerebral e hipocampal, pérdida del volumen
cerebral, leucoencefalopatia, disminucion de la actividad neuronal y alteraciones

epigenéticas (Deleu y Hanssens, 2000; Bale et al., 2005; Huerta-Rivas et al., 2012).

En el presente trabajo se estudid principalmente el efecto del tolueno sobre el
aprendizaje y la memoria en ratas, de manera adicional se decidi6 investigar el
efecto del tolueno sobre los pesos corporales de los animales antes y después de
un mes de exposicién a tolueno (4000 y 6000 ppm) ya que como se ha mencionado
anteriormente, uno de los multiples efectos que provoca el abuso de disolventes es

la pérdida del apetito.

En el caso de las ratas expuestas a 4000 ppm durante un mes, se observo una
significancia estadistica entre los pesos pre y post tratamiento (p=0.002), por otro
lado, en el grupo control (expuestas a aire) también hubo significancia estadistica
(p=0.001). Ambos grupos subieron de peso de manera similar ya que al comparar
los pesos entre el grupo control y tolueno post tratamiento estos no presentaron

significancia.

Estos datos son similares a los reportados por Lin y col., (2010), que tampoco
observaron diferencias significativas en la ganancia de peso durante la
administracion del tolueno en comparaciéon con el grupo control. En ese estudio
utilizaron ratones macho NMRI a las cuales se les administro tolueno i.p. en
concentraciones ascendentes desde el dia pos natal 35 al 46 de la siguiente
manera: 600mg/kg a partir del dia 35 al 37 PN, 750mg/kg del 38-39 PN, seguido de
dos dias sin administracion y por altimo la misma dosis (750mg/kg) del dia 42 al 46
PN.

Gauthereau y col. (2009), expusieron ratas macho de la cepa Wistar (350 + 50

g de peso) a tolueno, xileno y benceno (6000 ppm) por un periodo de dos meses
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(30 min, 2 veces al dia, con diferencia de 6 hrs) con el fin de estudiar el efecto de
los disolventes sobre la ingesta de glutamato monosodico (umami), ingesta de
alimento y peso corporal de las ratas. Los resultados mostraron un aumento en la
ingesta de la solucién de glutamato en las ratas expuestas a los disolventes,
ademas de un menor aumento de peso en comparacion con el grupo control solo
en el grupo expuesto a benceno. El grupo tolueno y xileno no presentaron

diferencias significativas en cuanto al peso corporal.

Lee y col., (2005) utilizaron ratas Sprague-Dawley a las que se les administro
tolueno i.p. (500mgkg) diariamente durante el dia PN 4 al 9. No observaron
diferencia significativa en los pesos corporales de las ratas del grupo tolueno
respecto al control.

Por otro lado, también existen estudios en los que la exposicién a tolueno si
afecto la ingesta de alimento y por lo tanto el peso corporal de las ratas, por ejemplo,
Herrera-Lopez (2013) expuso ratas macho de la cepa Wistar de dos meses de edad
a 4000 ppm de tolueno por un periodo de 60 dias (30 min, 2 veces al dia), en donde
se observo que a partir de la quinta semana de exposicion, el grupo tolueno tuvo un
menor consumo de alimento presentando una significancia estadistica al
compararlo con el control. Ademas hubo significancia estadistica entre los pesos

del grupo tolueno y control a partir de la sexta semana de exposicion al disolvente.

Duncan y col. (2012), expusieron ratas macho Wistar adolescentes (PN=27) a
tolueno (3000 ppm) en periodos de 1 h por dia, 3 veces por semana, durante 2
meses. Se observo un retraso significativo en el aumento de peso durante el periodo

de exposicion.

Es posible que la edad de las ratas, el periodo de exposicion al disolvente y
las variaciones de concentracion influyan en la menor ganancia de peso ya que en
los estudios mencionados se utilizaron ratas mas jovenes y periodos mas

prolongados de exposicion en comparacion con las de nuestro estudio.

En el caso de las ratas expuestas a 6000 ppm durante un mes, se observé una

significancia estadistica entre los pesos pre y post tratamiento (p=0.001) y de igual
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manera en el grupo control (p=0.001). Ademas, hubo significancia estadistica al
comparar los pesos del grupo control vs el grupo tolueno post tratamiento con una
p=0.005, es decir, los animales del grupo control aumentaron aliin mas de peso en
comparacién con los del grupo tolueno, al parecer una concentracion mas alta de
tolueno si tuvo efecto sobre los pesos corporales de las ratas en solo un mes de

exposicion.

En general, los datos sugieren que la exposicidon prolongada y a
concentraciones elevadas de tolueno tenga como efecto una alteracion en la ingesta
de alimento. Es probable que los mecanismos subyacentes sean complejos y

multifactoriales.

Se ha demostrado que la exposicion al tolueno en roedores aumenta los
niveles de serotonina en el cerebro, el cual es el principal neurotransmisor
modulador del apetito y un potente agente anoréxico. Las posibles interacciones
funcionales entre los receptores de la serotonina y los diferentes sistemas
neuromoduladores podrian estar involucradas en la regulacion fisiolégica del
apetito. Por lo tanto, se ha descrito que los agonistas del receptor hipotalamico 5-
HT inhiben la accidon del Neuropéptido Y (NPY), un potente estimulador de la ingesta
de alimentos. Ademés, se ha documentado del incremento de galanina en la region
hipotalamica, otro estimulador de la ingesta de alimento, el cual podria representar
un mecanismo compensatorio contra la anorexia inducida por tolueno (Shen et al.,
1992; Moron et al., 2004; Dick et al., 2015).

Para el protocolo de memoria se realizaron dos pruebas de actividad motora
espontanea, una en campo abierto y otra en la caja del objeto novedoso, estas
pruebas se realizaron previo y posterior al tratamiento con tolueno o aire,
registrandose el nimero de veces en que la rata se paraba en dos patas (actividad

vertical).

No se observo diferencia significativa en ambos grupos, antes y después de la
exposicion al disolvente o aire en la caja del objeto novedoso. Sin embargo, en la

prueba realizada en el campo abierto si se presenté significancia estadistica
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(p=0.001) entre el pre y post tratamiento en el grupo control, sin mostrar diferencia

en el grupo tolueno.

Diversos estudios realizados con roedores expuestos a tolueno han reportado
un aumento en la actividad locomotora (Batis et al., 2010). Tal es el caso de Batis y
col.,, (2010) en donde utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley
adolescentes (24 PN) y adultas (86 PN), las cuales fueron asignadas a 1 de 3
patrones de exposicion a tolueno (0, 8000 6 16000 ppm). Evaluaron la actividad
locomotora, durante y después de 30 min de la exposicion. En general las ratas
adolescentes mostraron una actividad locomotora mayor durante la exposicion en
los 3 patrones, en contraste con las ratas adultas que mostraron una mayor

actividad en el periodo de recuperacion (30 min después).

Bowen y col., (2007) expusieron ratas macho y hembras de la cepa Long-
Evans por 20 min a 0, 2000, 4000 y 8000 ppm de tolueno por 10 dias, de dos edades
distintas, 28-39 PN (adolescentes) y 44-55 6 70 PN (adultas) y evaluaron actividad
locomotora durante las exposiciones. El tolueno aumento significativamente la

actividad en comparacién con el control.

En efecto, el tolueno si altera las habilidades motoras durante o poco tiempo
después de la exposicion al disolvente, teniendo un efecto bifasico en el
comportamiento con aumento en la actividad motora a bajas concentraciones
seguido de depresién a altas concentraciones (Williams, et al., 2007; Dinwindiie,
1994).

Con base a los resultados en nuestro estudio, el tratamiento con tolueno no
tuvo efecto sobre la actividad motora en los animales posterior a un mes de
exposicion. Las pruebas se realizaron por lo menos 24 horas después de la Ultima

exposicion a tolueno, por lo que no se encontraban bajo los efectos del disolvente.

Gmaz y col., (2012), observaron que la inhalacion aguda de tolueno (~5000
ppm) producia deterioros en las habilidades de natacién y capacidad de navegar
en las ratas en el laberinto acuatico de Morris, pero estas habilidades eran

recuperadas rapidamente en un periodo aproximado de 20 min.
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Como ya se mencioné anteriormente, en nuestro estudio, el grupo control
presentd una disminucién en la actividad motora después del mes de tratamiento
con aire sin embargo, no olvidemos que se trata de una prueba conductual por lo

gue es dificil predecir cobmo sera el comportamiento de los animales.

Estos datos son similares a los reportados por Jacobo-Jacobo (2017), donde
evaluo la actividad motora en ratas macho de la cepa Wistar separadas en 3 grupos
de distintas edades después de un mes de exposicion a tolueno (4000 ppm). Se
observo una disminucién en la actividad de las ratas del grupo control tanto en un
campo abierto como en la caja del objeto novedoso. Sin observar diferencia en el

grupo tolueno.

Para evaluar memoria a largo plazo de tipo no declarativa, se utilizo la prueba
de auto aprendizaje en la caja condicionante de Skinner. Previamente la prueba fue
estandarizada en el laboratorio por lo que el 100% de los animales utilizados en el
estudio aprendieron “respuesta condicionante”. Se consider6 que la rata aprendia

cuando el niumero de respuestas fuera igual o mayor a 40.

Se observé que la mayoria de las ratas aprendian al cuarto dia de
entrenamiento de los 7 dias contemplados en la prueba. El 70% de los animales del
grupo control aprendié el cuarto dia y el 50% del grupo tolueno, seguido del quinto

dia de prueba, en donde se observo un 20% en ambos grupos.

Previo al tratamiento con tolueno (4000 ppm) o aire (control), ambos grupos
tuvieron un namero de respuestas condicionantes similar, es decir, por encima de
50. Posterior al tratamiento, se observé un incremento de respuestas
condicionantes por parte del grupo control en el primer dia de prueba (post 1), sin
embargo, no presento significancia estadistica con respecto al pre tratamiento. Al
segundo dia de prueba (post 2) si hubo significancia estadistica en comparacion

con el pre tratamiento con una p=0.001.

En el caso del grupo tolueno, hubo un incremento en el nimero de respuestas
condicionantes en el primer dia de prueba post tratamiento (post 1) observandose

una significancia estadistica en comparacion con el nimero de respuestas pre
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tratamiento con una p=0.017. Se observo la misma tendencia que presento el grupo
control en el segundo dia de prueba, es decir, un incremento ain mayor en el “post
2” presentando significancia estadistica en comparacion con el pre tratamiento con
una p=0.001.

Al parecer el tratamiento con tolueno no afecto la memoria en las ratas, ya que
recordaron como ejecutar la tarea y en un numero de respuestas considerables.
Estos datos son similares a los reportados en el estudio realizado en nuestro
laboratorio por Jacobo-Jacobo (2017), en donde utilizd 65 ratas macho de la cepa
Wistar, divididas en 3 grupos de diferentes edades (7-8 meses, 5-6 meses y 4
meses) y a su vez subdivididas en dos grupos: uno expuesto a tolueno (4000 ppm)
y otro expuesto a aire (control). Los animales fueron sometidos al mismo protocolo
de memoria usado en nuestro estudio. Unicamente el grupo de 7-8 meses de edad
presentaron una disminucion en el nimero de respuestas condicionantes en el post
tratamiento tanto en el subgrupo tolueno como en el subgrupo control, debido a esto
se consider6 que la diminucion en el nimero de respuestas no se debi6é al
tratamiento con tolueno y que pudo haber sido por la edad de la ratas y el tiempo
tan prolongado que les tomo evaluar la memoria (4 meses). Los grupos restantes

no presentaron alteracion en la memoria ante la exposicion a tolueno.

Recordemos que la memoria implicita suele ser rigida y duradera, ademas la
interaccion funcional repetitiva de diversas estructuras neuroanatomicas,
ensambladas en circuitos neuronales especificos provocan el reforzamiento de las
conexiones sinapticas involucradas y, los cambios de plasticidad sinaptica que se
requieren para establecer los procesos de aprendizaje y memoria. Los recuerdos,
una vez convertidos en su forma duradera son relativamente estables (Solis et al.,
2009).

Se puede pensar que una vez que la memoria se haya consolidado, resulte
dificil que el tratamiento con tolueno a 4000 ppm durante un mes haya tenido efecto

alguno sobre la memoria no declarativa en ratas

De igual manera diversos factores pudieran ser tomados en cuenta para

futuros estudios como la edad de las ratas, las concentraciones del tolueno, los
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periodos de exposicion al disolvente, asociacion de diversos disolventes y cepa de

las ratas.

No existe algun otro estudio en donde se haya evaluado el efecto de la
exposicidon a tolueno sobre un modelo de auto aprendizaje en la caja condicionante
de Skinner, sin embargo, se pueden mencionan algunos otros estudios en donde el

tolueno no afecto la memoria.

Miyagawa y col., (1995) estudiaron el efecto de la exposicion a tolueno (600
ppm, 24 h por dia, por 50 dias) en el proceso de aprendizaje y memoria de trabajo
en ratas utilizando el laberinto de brazos radiales. No obtuvieron diferencias
significativas sobre la memoria después de la exposicion. Gmaz y col., (2012)
expusieron a tolueno de manera aguda (~5000 ppm) ratas macho y hembras de la
cepa Long-Evans de 6-7 meses de edad, las cuales recibieron previo entrenamiento
en el laberinto de Morris en donde no se observo efectos sobre la memoria espacial
respecto al control.

Dick y col., (2013), expusieron ratas macho de la cepa Wistar (27 PN) a 10000
ppm, una hora por dia, 3 veces por semana, durante 4 semanas. No se observo
alteraciones en la memoria espacial en las ratas en la prueba de laberinto acuético

de Morris.

Ladefoged y col., (1991) expusieron ratas macho de la cepa Wistar a 0, 500 y
1500 ppm de tolueno, 6 hr/dia, 5 dias/semana, durante 6 meses. No se observo
cambios neuroconductuales en las pruebas realizadas en el laberinto de brazo radial

y en la prueba de evitacién pasiva.

Beasley y col., (2012), expusieron ratas adultas de la cepa Long-Evans a 0,
10, 100 y 1000 ppm de tolueno de manera sub-aguda durante 4 semanas. No
observaron ningun efecto en la actividad motora, la ansiedad (prueba del laberinto

elevado en cruz), adquisicion-discriminacion visual y aprendizaje instrumental.

También se estudio la memoria a corto plazo y largo plazo (declarativa) en la

prueba del objeto novedoso. En general no se observé diferencias significativas
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tanto en el grupo tolueno como en el grupo control en los tiempos de exploracion de

los objetos ni en los indices de reconocimiento.

Estos datos son similares a los realizados en nuestro laboratorio por Jacobo-
Jacobo-Jacobo (2017), que también evalué memoria declarativa de tipo episddica,
en la prueba de reconocimiento del objeto novedoso en ratas expuestas a tolueno
un mes (4000 ppm) utilizando el mismo protocolo que en el presente estudio, como
anteriormente se menciond, no se observé diferencia significativa en las ratas

expuestas a tolueno en comparacion con las del grupo control.

Estos datos no concuerdan con otros estudios en donde también se utiliz6 la
prueba de reconocimiento de objetos en los que la exposicidn a tolueno si afecto la
memoria en ratas y ratones. Chan y col., (2012) estudiaron el efecto del tolueno
sobre la memoria de reconocimiento en la prueba de “reconocimiento del objeto
novedoso”. Usaron ratones a los cuales se les administro i.p. 0, 250, 500 y 750
mg/kg de tolueno diluido en aceite de maiz. La administracion se realizé 30 min
antes de la fase de adquisicion, a las 24 horas fue evaluada la retencion de la
memoria y obtuvieron como resultado que el tolueno reducia el indice de

reconocimiento en todas las dosis empleadas.

En el estudio de Lin y col., (2010) anteriormente mencionado, también
investigaron el efecto del tolueno sobre la memoria en la prueba de reconocimiento
del objeto novedoso. Realizaron la prueba durante el dia PN 61 y nuevamente en el
dia PN 79, ala horay a las 24 horas después de la sesion de adquisicién. El tiempo
de exploracién del objeto novedoso se redujo significativamente en el grupo tratado

con tolueno durante ambos periodos de prueba.

Win-Shwe y Fujimaki (2011), investigaron el efecto agudo del tolueno sobre la
retencion de la memoria en la prueba de reconocimiento del objeto novedoso
ademas de la expresion de las subunidades del receptor NMDA en el hipocampo de
ratones hembra utilizando RT-PCR. Los animales se habituaron y se entrenaron con
la presentacion de dos objetos iguales por 10 minutos, 24 horas después les

administraron una dosis de tolueno (300mg/kg i.p.). 60 minutos después de la
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administracion realizaron la fase de prueba. Como resultado los ratones tratados
con tolueno no prefirieron el objeto nuevo y mostraron una pobre discriminacion
entre objetos nuevos y familiares. Ademas, se observdé una disminucion en la

expresion de la subunidad NR2B del receptor NMDA en el hipocampo.

Se observa que tanto las concentraciones empleadas como los periodos
previos de exposicion al tolueno no son similares, por lo que podrian ser algunos

de los factores que hayan influido en la diferencia de resultados.

Para el protocolo de aprendizaje se realiz6 la prueba de actividad motora en
la caja del objeto novedoso previo y posterior al periodo de exposicidn al tolueno.
Se observo una disminucion en la actividad motora en las ratas del grupo control
post tratamiento, la cual presento diferencia significativa (p=0.024) con respecto al

pre tratamiento. El grupo tolueno no presento diferencia significativa.

Los datos son similares a los obtenidos en el protocolo de memoria en la
prueba de actividad motora en campo abierto anteriormente descritos.

Se utilizé la prueba de auto aprendizaje en la caja de Skinner para evaluar el
aprendizaje de las ratas expuestas previamente a tolueno durante un mes a 6000
ppm. Se observé nuevamente que el cuarto dia era en el que la mayoria de las ratas
del grupo control aprendian (50%) mientras que en el grupo tolueno solo un 14.28%
aprendian “respuesta condicionante” este dia. Estos datos se pueden comparar con
los resultados obtenidos en el protocolo de memoria donde se ve claramente que el
cuarto dia presentd un porcentaje mayor en comparacion con los otros dias de

prueba.

En las graficas se puede apreciar mejor la diferencia que hubo por parte del
grupo tolueno de acuerdo a los dias en los que aprendian. Se puede decir entonces

que el tolueno produjo un déficit en el aprendizaje de tipo asociativo en las ratas.

Estos datos concuerdan con el estudio de Dick y col., (2013) en donde

expusieron ratas macho de la cepa Wistar a 10000 ppm durante 4 semanas.
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Observando un retraso en la adquisicién del aprendizaje instrumental en caja de

Skinner utilizando sacarosa al 5%.

Las implicaciones de la exposicion crénica al tolueno en el aprendizaje
instrumental sobre animales siguen siendo relativamente desconocidas (Bowen,
2006).

Bowen y Mc Donald, (2008), estudiaron el efecto de la exposicion a tolueno
(1000, 3600 y 6000 ppm) sobre la funcién cognitiva en ratones después de haber
aprendido una tarea operante (Fixed-ratio) utilizando leche endulzada como
recompensa. La exposicion a tolueno disminuyo las tasas de respuesta ademas los
ratones expuestos a 6000 ppm mostraron una disminucién dramética en el numero

de recompensas recibidas en comparacion a los expuestos a las demas dosis.

Por ultimo, se evalué memoria a corto plazo y memoria declarativa (episédica)
en la prueba del objeto novedoso. Como ya se ha mencionado, esta prueba se

realiz6 posterior al tratamiento con tolueno (6000 ppm) o aire.

El grupo control y tolueno tuvieron preferencia por el objeto novedoso a la hora

posterior de la fase de adquisicion (memoria a corto plazo).

Al evaluar memoria a largo plazo (declarativa) se observé que el grupo tolueno
no reconocié el objeto novedoso presentando un indice de reconocimiento por
debajo de 0.5 y mostrando una diferencia significativa (p=0.049) en comparaciéon

con el grupo tolueno.

En comparacion con los resultados obtenidos en el protocolo de memoria se
puede decir que una concentracion mayor si causo un deterioro en la memoria a

largo plazo.

Estos datos son similares a los reportados por Huerta-Rivasy col., (2012), en
donde estudiaron el efecto de la exposicion cronica y aguda de tolueno (1000, 2000,
4000 o 6000 ppm) en ratas macho de la cepa Wistar durante dos etapas de la vida:
adolescencia (PN 22-35) y la edad adulta joven (PN 43-56) sobre el aprendizaje y

la memoria Las pruebas de memoria utilizadas fueron la prueba de reconocimiento
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del objeto novedoso y prueba de evitacion inhibitoria. La inhalacién cronica y aguda
del tolueno perjudico el aprendizaje, la memoria a corto y largo plazo en las pruebas
anteriormente mencionadas en ambos grupos de edad, este efecto se produjo a

concentraciones bajas de tolueno (1000 y 2000 ppm).
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9. CONCLUSIONES

La exposicidon cronica al tolueno a 4000 ppm no afect6é el aumento de peso
corporal en las ratas.

La actividad motora de los animales no se vio afectada tras la exposicion
cronica al tolueno a 4000 ppm.

La exposicion cronica al tolueno a 4000 ppm no tuvo efectos significativos
sobre la memoria a largo plazo de tipo no declarativa, evaluada en la prueba
de auto aprendizaje en la caja condicionante de Skinner.

La exposicion cronica al tolueno a 4000 ppm no afectd la memoria a corto
plazo ni la memoria a largo plazo de tipo declarativa (episodica) evaluada en
la prueba de reconocimiento del objeto novedoso.

La exposicion crénica a 6000 ppm de tolueno induce una menor ganancia de
peso en las ratas.

La actividad motora de los animales no se vio afectada tras la exposicion
cronica al tolueno a 6000 ppm.

La exposicion crénica a 6000 ppm de tolueno produjo un déficit en el
aprendizaje en las ratas utilizando un modelo de auto aprendizaje en la caja
condicionante de Skinner.

La exposicion crénica al tolueno a 6000 ppm no afecté la memoria a corto
plazo, utilizando la prueba de reconocimiento del objeto novedoso.

La exposicidon crénica al tolueno a 6000 ppm afecto de manera significativa
la memoria a largo plazo de tipo declarativa (episédica) evaluada en la

prueba de reconocimiento del objeto novedoso.
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