UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA

“EFECTO DE LA EXPOSICION AGUDA Y CRONICA A DISOLVENTES DE
ABUSO SOBRE LAS CONVULSIONES INDUCIDAS POR PENTILENTETRAZOL

EN RATONES”

TESIS QUE PRESENTA

LUIS ADOLFO LEONHARDT AVALOS

PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICO FARMACOBIOLOGO

DIRECTOR DE TESIS

D.C. MARCIA YVETTE GAUTHEREAU TORRES

MORELIA MICHOACAN, DICIEMBRE DEL 2014




Luis Adolfo Leonhardt Avalos

AGRADECIMIENTOS:

Agradezco a la Dra. Marcia Yvette Gauthereau Torres por su enorme paciencia, confianza

y apoyo para realizar este trabajo.

A mis sinodales por su tiempo y comentarios para enriquecer este proyecto. Especialmente
los doctores Daniel Godinez Herndndez y Luis Fernando Ortega Varela por sus consejos y

amistad.

A todos los comparieros y amigos del laboratorio: Angel, Gabo, Karina, Leslie, Naye y

Susy, por su amistad y apoyo.
A mis padres, por su carifio y paciencia.

Por Gltimo, quiero darle las gracias a mi novia, Ixchel, por sus consejos, carifio, confianza y

apoyo en momentos dificiles.

U.M.S.N.H.




Luis Adolfo Leonhardt Avalos

INDICE GENERAL

Indice de FIGUIAS. ... .oomiii e, 4

Indice de tablas. ........ooee i 5

Lista de abreViaturas. .. ......iueiei ittt et e 6

RESUMEBN. .. .o e 7

ADSIIACT. .. e, 8

L INtrOdUCCION. ...ttt e e 9

Lo Inhalables. . ... 9

OO 1 315 [ ' U 9

1.2, ClasifiCaCION. .....ut e e et 9

1.2.1. Alquil nitritos VOIAtIES. ..ot 9

1.2.2. OXIdO NIIOSO. .. .ot 9

1.2.3. Disolventes volatiles, combustibles y anestésicos.............cevveiieiiiiiiinnenn... 10
1.3, Generalidades. ......oouenei e 11
1.3.1. Modelos animales de exposicion a disolventes...............coovvviiiiiiiiniennnnn.. 13
P B ) A 1 S 14
2.1 TOIUCIO. .. e e 14
2.1.1. Propiedades fiISICOQUIMICAS. .....uiutiint ettt ettt ettt et eeie e, 14
0 0 1 0Tt 14
2.1.3. FarmacOCIN@tICa. ... uuteet ettt ettt et et et et et e et e e 14
B €1 1< s Vo 15
2.2.1. Propiedades fiSICOQUIMICAS. ......vvuieitiit e e e e e 15
0 T4 1 15
2.2.3. FarmacOCINEtICaA. ... ..uenttet et ettt et e e et 16
2.3. Mecanismos celulares de acCion...........oviviiiiiiiiiii i, 16
2.3.1. Efectos sobre receptores glutamatergiCos. .......ovuveuueiriiiiiiiiiiiiaiieeeanannn. 16
2.3.2. Efectos sobre GABA y gliCiNa.......ccooiiiiiiiiiiii e 16
2.3.3. Efectos sobre receptores NiCOtNICOS. . ..u.vuiuintiniitiitiitieiiiae e, 17
2.3.4. Efectos sobre receptores serotoninérgiCos. .......o.vvueurerierireneanearaneeneanannnn. 17
2.3.5. Efectos sobre sistema dopaminérgiCo..........ooevruiiriiieiniiiiiiiiiieieaiieanennn, 17
2.3.6. Efectos sobre receptores PUINETZICOS. . uuueenreeenteeeeeenteenneeaneeenneennneennann 18
2.3.7. Efectos sobre canales i6nicos activados por voltaje...............ccoooiiiiiiiiin. 18
3. Efectos conductuales. ... ....ouvuieiniii i 19
3.1. Propiedades estimulo-discriminativas. .............ooeererininieniiieeieeeeaeenenaan 19
3.2. Propiedades de reforzamiento............c.oviuiiiiiiiiiii e 19
3.3. Efectos sobre la actividad locomotora espontdnea.................ccooevveiininnennnnn 20
3.4. EfeCt0s antiCONVUISIVANTES. .......ouieeiti ettt e, 20
3.5, Efectos ansiolitiCoS. .. .uuiueiti et 21
3.6. Efectos SODIE NOCICEPCION. ... .ttt ettt et e e e e eeeeaeeees 21
O B 1T 10T o3 (0] 1L Lo oL PP 22
A0, AICCION. ...ttt e 22
T o) ) 2 1 Lo T T 22
4.3, SenSIDIIZACION. . ...v ettt 22

U.M.S.N.H.




Luis Adolfo Leonhardt Avalos

4.4, DEPCNACIICIA. ..ttt ettt e et e 23
4.5. Efectos sobre el aprendizaje y lamemoria...........ooevviiiiiiiiiiiiiiiiiieie e 23
4.6. Efectos sobre la alimentacion............o.ovueiuiiiiiitin i 24
5. Efectos de la exposicion a disolventes durante el embarazo.............................. 24
6. Neurotransmision ¥ SNC........oiiiiiiii e, 24
6.1, NEUIOTANSINISOTES . . ..« ettt ettt ettt ettt et et e et e et et e e et e e e aneeneans 25
0. 1.1 GIUEAMALO. ...ttt e 25
0.1, 2. GAB A . 25
6.1.2.1. RECEPIOr GABAA. ...ttt 26
) 1N U1 1 03 1S 27
7.1. Agentes ProCoONVUISTVANTES. .. ...ouuitiit ettt 27
7.1.1. Pentilentetrazol. ... ..o 27
I JUSHHICACION. ..ot e 29
0 B 5 0170 151 T 30
| A0 o] 112 A T PP 31
1. ODbjetivo general........oouiiiii i 31
2. ODbJetiVOS @SPECTIICOS. .ottt ettt ettt ettt et ettt 31
V. Metodologia. ....one 31
Lo ANIMALES. . oo 31
B T3 72131163 - 31
3. EXposicion @ diSOIVENLES. .. ...o.uieiiet ittt e 32
3.1 EXPOSICION Q@UAA. ... .ttt 34
3.2. EXposiciOn SUbAZUAa. .......o.uitiii i e 34
3.3, EXPOSICION CTOMICA. ...t uttette et et e ettt et e et e et e e e e e e ate e ee e eaeeaeeenneaes 34
4. Variables evaluadas. ..........oooiiiiii i 34
5. ANALISIS dE datOS. ... .ueei e 34
VL RESUIAAOS .. .o 35
1. Efectos de la exposicion aguda a disolventes..............oooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnn, 35
2. Efectos de la exposicion subaguda a disolventes..............ooevviiiiiiiiiiiiniiannnn... 39
2.1 TOIUCIO. . .t 39
D 1 1< o 43
3. Efectos de la exposicion cronica a Xileno...........c..ooeveiuiiiiiiiiiiiniiiinnaenn. 48
VL DISCUSION. ... ettt et ettt et e ettt et e e e 53
VIIL CONCIUSIONES. ...ttt 57
IX. REIETENCIAS. ... ettt e e 58

U.M.S.N.H.




Luis Adolfo Leonhardt Avalos

INDICE DE FIGURAS

Figura 1.- Estructura quimica del tolueno...............cooooiiiiii i, 14
Figura 2.- Estructura quimica del Xileno..............ocooiiiiiii i 15
Figura 3.- Estructura del receptor GABAA. ......c.oiviiiie e 26
Figura 4.- Camara de eXposiCiONn eStAtICA............c.oiiriiriiiiiiiiiiee e 33
Figura 5.- Efecto de la exposicién aguda a tolueno (4000 ppm) o a xileno (6000 ppm)
sobre la latencia para la presentacion de CC...........oooiiiiiiiiiiie e, 35
Figura 6.- Efecto de la exposicién aguda a tolueno (4000 ppm) o a xileno (6000 ppm)
Sobre el NUMErO de CC. ... e e e 36
Figura 7.- Efecto de la exposicién aguda a tolueno (4000 ppm) o a xileno (6000 ppm)
sobre la latencia para la presentacion de CCT.........oooiiiiiiiiiiiii e, 37
Figura 8.- Efecto de la exposicién aguda a tolueno (4000 ppm) o a xileno (6000 ppm)
SODre el NUMEr0 08 CCT .. .ot 37
Figura 9.- Porcentaje de animales que presentan CCT durante la exposicion aguda a
tolueno (4000 ppm) 0 a xileno (6000 PPM).....oueiniirit i, 38
Figura 10.- Efecto de la exposicion aguda y subaguda (7 dias) a tolueno (4000 ppm)
sobre la latencia para la presentacion de CC...........cooiiiiiiiiiiiiii e, 39
Figura 11.- Efecto de la exposicion aguda y subaguda (7 dias) a tolueno (4000 ppm)
sobre el NUMEr0 de CC. ... e 40
Figura 12.- Efecto de la exposicion aguda y subaguda (7 dias) a tolueno (4000 ppm)
sobre la latencia de presentacion de CCT.........oiiiiiiiii i 40
Figura 13.- Efecto de la exposicion aguda y subaguda (7 dias) a tolueno (4000 ppm)
SODre el NUMEr0 08 CCT .. .ottt 41
Figura 14.- Porcentaje de animales que presentan CCT durante la exposicion aguda y
subaguda (7dias) a tolueno (4000 PPM)....ueerininiet et 42
Figura 15.- Efecto de la exposicion aguda y subaguda (7dias) a xileno (6000 ppm)
sobre la latencia de presentacion de CC...........ooiviniiiii i, 43
Figura 16.- Efecto de la exposicion aguda y subaguda (7 dias) a xileno (6000 ppm)
SObre el NUMErO de CC... .. vttt 44
Figura 17.- Efecto de la exposicion aguda y subaguda (7 dias) a xileno (6000 ppm)
sobre la presentacion de CCT. .. ...t 45
Figura 18.- Efecto de la exposicion aguda y subaguda (7 dias) a xileno (6000 ppm)
SObre el NOMEr0 de CCT .. it 46
Figura 19.- Porcentaje de animales que presentan CCT durante la exposicion aguda y
subaguda (7 dias) a Xileno (6000 PPM).......virinit i 47
Figura 20.- Efecto de la exposicion aguda y cronica (60 dias) a xileno (6000 ppm)
sobre la latencia de presentacion de CC..........oiiriiiiiiiii e 48
Figura 21.- Efecto de la exposicion cronica (60 dias) a xileno (6000 ppm) sobre el
01070 T=T 0T L= P 49
Figura 22.- Efecto de la exposicion crénica (60 dias) a xileno (6000 ppm) sobre el
CONSUMO de AlIMENTO. . ...ttt e 50
Figura 23.- Efecto de la exposicion crénica (60 dias) a xileno (6000 ppm) sobre la
INGESTA 0B AQUA. . ... ee ittt e 51

U.M.S.N.H.




Luis Adolfo Leonhardt Avalos

Figura 24.- Efecto de la exposicion crénica (60 dias) a xileno (6000 ppm) sobre el
peso corporal de [0S FatONES. .........iniii i 52

INDICE DE TABLAS

Tabla 1.- Clasificacién de los disolventes de acuerdo a su estructura quimica............ 10
Tabla 2.- Sustancias volatiles que pueden ser sujeto de abuso y sus constituyentes...... 11
Tabla 3.- Propiedades fisicoquimicas del tolueno..................c.ocoiiiiiiiiiiinnnin, 14
Tabla 4.- Propiedades fisicoquimicas del Xileno...................coooiiiiiiiiiiiiin, 15

U.M.S.N.H.




Luis Adolfo Leonhardt Avalos

LISTA DE ABREVIATURAS

5HT; Receptor serotonérgico subtipo 3

AMPA Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4isoxazol
propidnico

ATP Adenosina trifosfato

CcC Convulsion clonica

CCT Convulsion clonico-tonica

Clso Concentracion inhibitoria 50

GABA Acido y-aminobutirico

GABAa Receptor GABA subtipo A

iv. Intravenoso

i.p. Intraperitoneal

kg Kilogramo

mg Miligramo

ml Mililitro

uM Micromolar

mM Milimolar

Na,1.4 Canales de sodio de musculo esquelético

Na,1.5 Canales de sodio de musculo cardiaco

NMDA N-Metil-D-Aspartato

P1 Receptor purinérgico a Adenosina

P2X Receptor purinérgico a ATP

ppm Partes por millon

PTX Picrotoxina

PTZ Pentilentetrazol

SNC Sistema nervioso central

TBPS Terbutilbiciclofosforotionato

TCE 1, 1, 1-tricloroetano

U.M.S.N.H.




Luis Adolfo Leonhardt Avalos

Resumen

El tolueno y el xileno son disolventes de abuso presentes en pegamentos, pinturas
acrilicas y “thinner”. Gracias a estudios conductuales realizados con animales de
laboratorio, se establecid que estos disolventes tienen acciones semejantes a los depresores
clasicos del sistema nervioso central, con base en ello, se ha propuesto que estas sustancias
podrian compartir algunos mecanismos de accion y que podrian tener efectos
anticonvulsivantes. De hecho, se sabe que el tolueno incrementa la actividad de los
receptores GABAA in vitro, produciendo un efecto depresor. El objetivo de este trabajo fue
determinar el efecto de la administracion aguda, subaguda y crénica de tolueno y de xileno
sobre la susceptibilidad hacia las convulsiones inducidas por pentilentetrazol (PTZ) en
ratones, asi como sobre las modificaciones en la ingesta de alimento, agua y el peso
corporal. En la exposicién aguda, se usaron ratones macho CD1 (25-35 g), los cuales se
expusieron a tolueno (4000 ppm), a xileno (6000 ppm) o aire en una cdmara de exposicion
estatica durante 30 min; una vez transcurrido este tiempo, se les administré el agente
convulsivante (PTZ 60 mg/kg) y se introdujeron en una segunda cdmara donde fueron
expuestos a disolvente o aire durante 30 min para evaluar la presentacion de convulsiones.
En la exposicion subaguda (7 dias) y cronica (60 dias), los animales se expusieron a tolueno
(4000 ppm), xileno (6000 ppm) o aire durante 30 min, 2 veces al dia, por 7 y 60 dias
respectivamente, los dias 8 y 61, los animales se evaluaron conforme al primer protocolo
experimental. Durante el periodo de exposicién cronica a xileno (6000 ppm), se llevo a
cabo un registro semanal del peso corporal, gramos de alimento consumido y mililitros de
agua consumida por los ratones, observandose una disminucion en el consumo de alimento
y agua, a partir de la cuarta semana, por parte de los ratones expuestos de manera cronica
(60 dias) a xileno (6000 ppm). De acuerdo a los resultados obtenidos en la exposicion
aguda, se encontrd que los disolventes tuvieron efectos anticonvulsivantes y de proteccion
contra la muerte inducida por PTZ, lo cual podria ser debido a una potenciacion de los
receptores GABAA. Por su parte los disolventes, en administraciones repetidas, perdieron
en parte su efecto protector en contra de las convulsiones producidas por PTZ, al aumentar
el nimero de convulsiones clonicas que se presentaron en comparacion con los resultados
de la fase aguda, lo cual podria deberse, al menos en parte, a una regulacion en la baja de
los receptores GABAA,.

Palabras clave: Disolventes, efecto anticonvulsivante, PTZ, GABAA.

U.M.S.N.H.
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Abstract

Toluene and xylene are misused solvents found in glue, paints and thinner.
Behavioral tests have shown that solvents have similar effects to classical depressant
central nervous system, thus, it has been proposed that solvents could share some of their
mechanisms of action and may have anticonvulsant effects. In fact, it is known that toluene
enhances GABAA receptor activity in vitro, producing a depressant effect. The aim of this
study was to assess the effect of acute, sub-acute and chronic exposure to toluene and
xylene on convulsions induced by pentylenetetrazole (PTZ) in mice, as well as on body
weight and food and water intake modifications. For acute exposure, CD1 male mice (25-
35 g) were exposed to toluene (4000 ppm), xylene (6000 ppm) or air in a static exposure
chamber for 30 min; after that, mice were i.p. administrated with a proconvulsant drug
(PTZ 60 mg/ kg) and were placed in a second chamber and exposed to solvent or air for 30
min to assess the presence of convulsions. For sub-acute (7 days) and chronic (60 days)
exposures, animals were exposed to toluene (4000 ppm), xylene (6000 ppm) or air twice a
day; on 8" and 61° days, respectively, animals were evaluated the same way as acute
exposure. Furthermore, we made a record of body weight and food and water intake weekly
during chronic exposure (60 days) to xylene (6000 ppm). We observed a decrease in food
and water intake in mice exposed to xylene (6000 ppm) for 60 days at fourth week of
treatment. According to acute exposure results, we found that solvents had anticonvulsant
effects and protected against dead induced by PTZ. This effect could be due to a GABAA
receptor potentiation. However, when mice were exposed to solvents several times, we
observed a loss of their anticonvulsant effect, since there was an increase in the number of
clonic convulsions compared to acute exposure. This effect could be due, in part, to a
down-regulation of GABAA receptors.

Keywords: Solvents, anticonvulsant effect, PTZ, GABAA.
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I. INTRODUCCION
1. INHALABLES
1.1. DEFINICION

Son compuestos volatiles a temperatura ambiente que rara vez son objeto de abuso
por otra via que no sea la de inhalacion. Muchos compuestos diferentes son incluidos en
esta categoria, como: gases anestésicos, nitritos y disolventes organicos (Dinwiddie, 1994;
NIDA, 2005).

1.2. CLASIFICACION

Existen varias maneras de clasificar a las sustancias quimicas que son sujeto de
abuso por inhalacion. A veces se clasifican con base en su estructura quimica, otras veces
con base en su uso comercial. Sin embargo, pueden clasificarse en 3 grupos de acuerdo a su
perfil farmacoldgico y efectos conductuales (Balster, 1998):

e Alquil nitritos volatiles.
e Oxido nitroso.
e Disolventes volatiles, combustibles y anestésicos.

1.2.1. ALQUIL NITRITOS VOLATILES

El alquil nitrito prototipo es el amil nitrito, el cual se ha utilizado para el tratamiento
de la angina de pecho, aunque su uso ha sido sustancialmente reemplazado por el uso de
nitroglicerina y otros nitritos organicos (Balster, 1998). La mayoria de los reportes sefialan
que los efectos vasodilatadores y relajantes de musculo liso de los nitritos son la base de su
uso (Sigell y cols., 1978; Haverkos cols., 1994). Aparentemente, estos efectos se producen
mediante la liberacion de 6xido nitrico, un potente vasodilatador (Murad, 1986).

1.2.2. OXIDO NITROSO

El oxido nitroso es un gas anestésico ampliamente utilizado. Se encuentra en
cargadores de dispensadores de crema batida y en aerosoles de este mismo producto
vendidos para uso doméstico (Murray y Murray, 1980). Se le conoce como “gas hilarante”,
porque produce un efecto euforizante y existen estudios controlados que muestran que la
mayoria de los sujetos reportan “gustar” de este efecto (Dohrn cols., 1992).

U.M.S.N.H.
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1.2.3. DISOLVENTES VOLATILES, COMBUSTIBLES Y ANESTESICOS

Son un grupo de inhalables de abuso, grande y diverso quimicamente. Los
compuestos prototipo de este grupo son el tolueno y el 1, 1,1-tricloroetano (TCE) (Sharp,
1992). Otras clases de compuestos quimicos que se encuentran frecuentemente en
productos de abuso incluyen cetonas como la acetona, clorofluorocarbonos como el
Fredn™, hidrocarburos halogenados como el cloruro de etilo, el tricloroetileno, el
tetracloroetileno e hidrocarburos aromaticos como el xileno y el benceno (Balster, 1998).

Los disolventes, a su vez, se clasifican en varios grupos de acuerdo con su
estructura quimica (Tabla 1) (Paez-Martinez y cols., 2003).

Tabla 1. Clasificacion de los disolventes de acuerdo a su estructura quimica.

Grupo Estructura quimica caracteristica Ejemplos

Hidrocarburos Cadenas lineales o ramificadas de carbono e hidrogeno Hexano, heptano

alifaticos

Hidrocarburos Estructuras que contienen 6 4&tomos de carbono con un Benceno, tolueno, xileno, etil-benceno,
aromaticos &tomo de hidrogeno por carbono. Contiene 3 dobles propil-benceno (alquilbencenos)

Hidrocarburos
halogenados
Hidrocarburos
ciclicos
Alcoholes
Eteres

Esteres

Aldehidos

Cetonas

ligaduras y varias formas resonantes

Hidrocarburos con un atomo de algtn halégeno que
reemplaza uno o mas atomos de hidrégeno

Anillos de hidrocarburos saturados o insaturados

Estructuras que contienen un solo grupo hidroxilo (-OH)
Contienen una ligadura C-O-C

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

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

Contienen un grupo carbonilo entre la estructura del
hidrocarburo

1,1,1-tricloroetano (TCE), cloroformo,
fluorotil
Ciclohexano

Etanol, metanol
Dietil éter, isopropil éter
Etil acetato, isopropil acetato

Formaldehido, acetaldehido

Acetona; metil, etil-cetona,
ciclohexanona

Modificada de Ayres y Taylor, 1989.

U.M.S.N.H.
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1.3. GENERALIDADES

Los disolventes volatiles, pertenecen a una clase amplia de inhalables que se
encuentran en productos comerciales como pinturas, “thinner”, adhesivos, pegamentos,
gasolina y agentes limpiadores (Arlien-Soborg, 1992). Estos productos constan de varias
combinaciones de quimicos toxicos, los cuales son absorbidos rapidamente hacia el torrente
sanguineo y el SNC (Brouette y Anton, 2001; Brust, 1993). La tabla 2 enlista varios
productos comerciales y los distintos inhalables que contienen.

Tabla 2. Sustancias volatiles que pueden ser sujeto de abuso y sus constituyentes (Brouette
y Anton, 2001; Brust, 1993; Flanagan y Ives, 1994; Lubman y cols., 2008).

Sustancias y clases de compuestos Constituyentes comunes

Gasolina
Hidrocarburos aromaticos Tolueno, benceno, xileno

Hidrocarburos alifaticos n-hexano, parafinas
Otros Tetraetilo de plomo (gasolina con plomo)

Compuestos aciclicos Cicloalcanos o naftenos
Adhesivos/Pegamentos/Cementos

Hidrocarburos aromaticos
Hidrocarburos alifaticos
Cetonas

Compuestos aciclicos
Pinturas/Barnices/Thinners
Hidrocarburos aromaticos
Hidrocarburos alifaticos
Cetonas

Hidrocarburos clorados
Aerosoles

Hidrocarburos alifaticos
Fluorocarbonos

Agentes limpiadores/Liquidos
correctores

Hidrocarburos clorados

Tolueno, benceno, xileno, naftaleno
n-hexano, acetatos alifaticos

Acetona, metil-butil-cetona (hexanona),
acetato de etilo, metil-etil-cetona (butanona)
Ciclohexano

Tolueno, xileno, benceno

Hexano, acetatos alifaticos

Acetona, butanona, ésteres, hexanona
Tricloroetileno, 1,1,1-tricloroetano

Butano, propano
tetrafluorometano

Tricloroetileno, 1,1,1-tricloroetano.

U.M.S.N.H.
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Los individuos pueden entrar en contacto con los disolventes de distintas formas: de
manera ocupacional y de manera intencional. La exposicion ocupacional se refiere a la
presencia cronica de bajos niveles de inhalables en el lugar de trabajo durante periodos
prolongados (6 h o maés). Algunos ejemplos de ocupaciones susceptibles a tales
exposiciones incluyen pintores, cosmetdlogos, anestesiélogos, histélogos, quimicos y
trabajadores de refinerias. Las concentraciones de disolventes en el aire de tales lugares de
trabajo pueden ir de 100 ppm a unos cuantos de miles de partes por millén, dependiendo
del disolvente (NIOSH, 1995).

Los niveles de exposicion durante episodios de abuso son mucho mas altos que las
concentraciones presentes durante la exposicion ocupacional o incidental. El abuso de estas
sustancias involucra de 15 a 20 inhalaciones de altas concentraciones de disolvente (varias
miles de partes por millén) que ocurren en periodos cortos de tiempo (10-15 min)
(Brouette, 2001; Marjot, 1989). Los disolventes pueden ser administrados de varias
maneras: al inhalar los vapores directamente del contenedor, al respirar a través de un trapo
impregnado con el disolvente o al inhalar los vapores concentrados de disolvente de un
contenedor cerrado, usualmente una bolsa (Sharp-Rosenberg, 1992).

Los inhalables son objeto de abuso por un gran nimero de personas en todo el
mundo (NIDA, 2005). Informacion recolectada en Estados Unidos y otros paises sefiala
que el abuso de inhalables es un problema que afecta a todos los grupos de edad (Johnston,
2002; SAMHSA, 2003). En varias culturas, este problema es ubicuo y epidémico, pero es
mas notable entre nifios de la calle que viven en Brasil, Camboya, India, México, Peri y
Rusia (Carlini-Marlatt, 2003; NIDA, 2005).

México es un pais altamente poblado con méas de 110 millones de habitantes. Entre
ellos, el 79.9% vive en areas urbanas, 23.1% en comunidades rurales y, aproximadamente,
51 millones se encuentran por debajo de los 25 afios de edad (INEGI, 2010). EI mal uso de
las sustancias volatiles se ha documentado en México desde 1960, con una investigacion
epidemioldgica sistematica que comenz6 en 1973. El uso del activo, una formulacién con
un alto contenido de tolueno, es distribuido por los traficantes de drogas en México. El
activo, que en algunas ocasiones es tolueno puro, es considerado por los usuarios como
menos dafiino y que produce resacas mas ligeras que otros disolventes (Lara y cols., 1998).
Los usuarios comunmente empapan un trapo con disolvente o vierten pegamento dentro de
pequefias botellas de plastico o bolsas para facilitar la inhalacién de los vapores a través de
la boca y la nariz. El trapo impregnado con el disolvente se conoce como “mona” y el verbo
“monear” se utiliza como sinénimo de la intoxicacidn con disolventes volatiles. También se
ha reportado que los nifios humedecen sus mangas con “thinner”, para hacer mas facil la
inhalacion de los vapores, al mantener sus mangas cerca de la nariz y boca (Gutiérrez y
Vega, 1995).

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Adicciones (ENA, 2008), los inhalables
ocupan el tercer lugar de las drogas que més se consumen en Mexico, solo por debajo de la
cocaina y la mariguana. Ademas, su consumo aumento de 4.6 a 5.2% desde el 2002. Por
grupos de la poblacion, el consumo de drogas ilegales es mayor en los hombres (en una
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proporcion de 4.6 hombres por cada mujer). Sin embargo, el indice de crecimiento es
mayor en las mujeres, entre las cuales el consumo de drogas ilegales se duplico,
aumentando de 1% en 2002 a 1.9% en 2008, mientras que el consumo en hombres
solamente se incrementd de 8 a 8.8%.

Los disolventes producen distintos efectos, temporales o permanentes, dependiendo
de los constituyentes quimicos, susceptibilidad, concentracion y duracién de la exposicion.
Sin embargo, algunos efectos son comunes, incluyendo irritacion de vias respiratorias,
alteraciones en el juicio, tremor, marcha inestable, vision borrosa y deterioro de la
memoria. También son frecuentes: dolores de cabeza, mareo, zumbido auditivo y debilidad
muscular. Concentraciones muy altas pueden producir anestesia, pérdida de conciencia e
incluso la muerte (Brouette y Anton. 2001; Flanagan e Ives, 1994; Lobo, 2004; Sharp y
cols., 2008; White y Proctor, 1997; Williams y cols., 2007).

1.3.1. MODELOS ANIMALES DE EXPOSICION A DISOLVENTES

Para el estudio de los efectos de los disolventes, se utilizan modelos animales, los
cuales imitan las condiciones en las que los humanos entran en contacto con estas
sustancias. Estos pueden dividirse en dos categorias:

a) Los que imitan la exposicion ocupacional: en este tipo de modelos, los animales son
expuestos a bajas concentraciones de disolventes (<4000 ppm), durante largos
periodos de tiempo (varios dias o semanas), desde 6 hasta 18 horas cada vez
(Bukowski, 2001; Ritchie y cols., 2001).

b) Los que imitan los episodios de abuso: en situaciones de abuso, la exposicion a los
disolventes dura unos pocos minutos (<10 min) e involucra altas concentraciones
(>6000 ppm).

En estos experimentos, se utilizan cdmaras de exposicion estaticas o dinamicas para
administrar los vapores de los disolventes. Los sistemas estaticos son relativamente simples
y baratos, en donde el animal se coloca junto con una concentracion fija de disolvente,
dentro de una camara sellada durante un periodo de tiempo especifico. El disolvente es
inyectado sobre un papel filtro dentro de la cdAmara y distribuido por un ventilador montado
en la tapa.

Los sistemas dinamicos se utilizan para minimizar la acumulacién de CO2 y pueden
utilizarse para exposiciones de larga duracion. En este tipo de sistemas, se bombea un flujo
de aire junto con una concentracion determinada del disolvente dentro de la camara (Bowen
y Balster, 1998).
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2. DISOLVENTES
2.1. TOLUENO
2.1.1. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS
Las propiedades fisicoquimicas del tolueno (Fig. 1), se muestran en la tabla 3:

H

IO O
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H N H \( X
CHy ‘

Figura 1. Estructura quimica del tolueno, metilbenceno, fenilmetano, toluol, metilbenzol, monometilbenceno.

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas del tolueno (ATSDR, 2000).

Descripcion Liquido incoloro de olor parecido al
benceno
Formula molecular C7Hs
Peso molecular 92.14 g/mol
Densidad 0.8669 g/ml a 20 °C
Punto de ebullicion 110.6 °C
Punto de fusién -95°C
Presién de Vapor 28.4 mmHga 25 °C
Solubilidad Soluble en solventes organicos
Factor de Conversion 1ppm = 3.75 mg/m?®

2.1.2. USOS

El tolueno es utilizado como disolvente de pinturas, adhesivos, tintas y agentes
limpiadores (Arlien-Soborg, 1992), para la sintesis de benceno (IARC, 1988) y de
trinitrotolueno (TNT). También se afiade a la gasolina en una mezcla BTX (benceno,
tolueno y xileno) para mejorar el octanaje (EPA, 1990a). Alguna vez fue utilizado como
agente antihelmintico para tratar la anquilostomiasis (Krinsky, 1980).

2.1.3. FARMACOCINETICA
El tolueno es absorbido facilmente a través de los pulmones, del tracto
gastrointestinal y por la piel en una menor proporcion. Después de ser absorbido, este

disolvente se distribuye mediante su unién con células y proteinas plasmaticas. Autopsias
en humanos expuestos a tolueno indican que el disolvente absorbido se distribuye hacia
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tejidos ricos en lipidos y altamente vascularizados como el cerebro (Paterson y
Sarvesvaran, 1983). El tolueno se metaboliza en el higado, convirtiéndose en o- y p-cresol
y en &cido hipdrico. El tolueno se elimina sin cambios mediante la respiracion en un 7-20%
aproximadamente y en forma de &cido hipdrico por la orina en un 75-80%.

2.2. XILENO
2.2.1. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

El xileno, también llamado dimetil-benceno, metil-tolueno, xilol, se puede encontrar
como 3 isdbmeros: otro, meta y para (Fig. 2). Sus propiedades fisicoquimicas se muestran en
la tabla 4.

CHs CHs CHs
CH;,

CH5
CH,
Figura 2. Estructura quimica del orto- meta- y para-xileno.

Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas del xileno (ATSDR, 2007).

Descripcion Liquido incoloro de aroma dulce
Foérmula molecular CsHao
Peso molecular 106.2g/mol
Densidad 0.88 g/cm? (0-); 0.864 g/cm?® (m-); 0.861
g/cm? (p-) a 20 °C
Punto de ebullicién 144.5 °C (0-); 139.1 °C (m-); 138.3 °C (p-)
Punto de fusién -25.2 °C (0-); -47.8 °C (m-); 13.2 °C (p-)
Presion de Vapor 6.61 mmHg (0-); 8.29 mmHg (m-); 8.84
mmHg (p-) a 25 °C
Solubilidad Insoluble en agua; miscible con alcohol,
éter y otros solventes organicos.
Factor de Conversion 1 ppb = 4.34 ug/m?

2.2.2. USOS

Los xilenos son utilizados principalmente para operaciones industriales internas
como disolventes e intermediarios en reacciones sinteticas. EI m-xileno es el quimico
intermediario en la produccion de acido isoftalico, el cual es utilizado en la manufactura de
poliéster. ElI o-xileno y el p-xileno son utilizados como componentes de insecticidas
(HSDB, 2007; Lewis, 2001).
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Actualmente, las mezclas de xileno producidas contienen aproximadamente 44% de
m-Xileno, 23% de p-xileno, 10-15% de o-xileno y 6-10% de etilbenceno (HSDB, 2007).

2.2.3. FARMACOCINETICA

Estudios en humanos y en animales han demostrado que los xilenos se absorben
bien por via oral y pulmonar. Aproximadamente el 60% del xileno inspirado y el 90% del
ingerido se absorbe. La absorcion del xileno también ocurre por via cutanea, pero en un
grado mucho menor que las vias pulmonar y oral. Después de la absorcion, el xileno se une
a proteinas séricas y es distribuido rapidamente mediante la circulacion sistémica. El xileno
se acumula en gran medida en tejido adiposo. Los tres isémeros del xileno son
metabolizados principalmente mediante la oxidacién de un grupo metilo y conjugandose
con glicina para producir acido metilhipdrico. En humanos puede ocurrir hidroxilacion
aromatica del xileno para formar xilenol. Menos del 2% de la dosis absorbida se excreta en
la orina como xilenol. El 95% del xileno absorbido es excretado por la orina en forma de
acido metilhipdrico y el 5 % restante se excreta sin cambio alguno por la respiracion.

2.3. MECANISMOS CELULARES DE ACCION
2.3.1. EFECTOS SOBRE RECEPTORES GLUTAMATERGICOS

En 1998, Cruz y cols. estudiaron los efectos del tolueno sobre la funcion de los
receptores para N-metil-D-aspartato (NMDA) y no-NMDA utilizando receptores
recombinantes expresados en ovocitos de Xenopus y encontraron que este disolvente
produce una inhibicion réapida, reversible y casi completa de las corrientes catidnicas
entrantes a traves de receptores NMDA de distinta composicion.

Més tarde en 2000, el mismo grupo de investigadores estudio los efectos de otros
disolventes de abuso comunes (benceno, m-xileno, etilbenceno, propilbenceno, TCE y
fluorotil) sobre la funcién de los mismos receptores NMDA expresados en ovocitos de
Xenopus y encontraron que todos los alquilbencenos y el TCE producen una inhibicién
reversible y dependiente de la dosis de las corrientes inducidas por NMDA.

2.3.2. EFECTOS SOBRE RECEPTORES GABA Y GLICINA

En 2000, Beckstead y cols. evaluaron la participacion de los receptores GABAA Y
glicina como posibles blancos moleculares de los disolventes de abuso. Tras estudiar
rebanadas de hipocampo y la expresion de receptores recombinantes en ovocitos, estos
autores encontraron que el tolueno, el tricloroetileno y el TCE aumentaban de forma
reversible las corrientes inhibitorias mediadas por el receptor GABAAa en concentraciones
de ~0.2-0.9 mM. En este estudio se analizaron los efectos sobre los receptores GABAA del
subtipo a1l y sobre el receptor homomérico a glicina al. En ausencia del agonista
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especifico de cada receptor, los disolventes no tuvieron efecto sobre los receptores, lo cual
implica que no actian como agonistas directos sino como moduladores alostéricos del
receptor, estos hallazgos son similares a lo reportado con los receptores NMDA.

Més tarde en 2002, Ito y cols. observaron un incremento del 28% en la union de t-
butil-biciclofosfototionato, un ligando del sitio de unién de la picrotoxina de los receptores
GABAA, en la capa molecular de cerebelo de ratas expuestas a altas concentraciones de m-
xileno (2000 ppm), 4 horas al dia por 5 dias. Estos resultados sugieren que altas
concentraciones de m-xileno en el cerebelo incrementan la funcion del receptor GABAA.
(Ito y cols., 2002).

2.3.3. EFECTOS SOBRE RECEPTORES NICOTINICOS

En 2002, Bale y cols. mostraron que el tolueno inhibe de manera reversible y no-
competitiva diferentes subtipos de receptores nicotinicos neuronales de roedores
expresados en ovocitos, y el efecto fue dependiente de la concentracién y de la
composicion de las subunidades del receptor. El subtipo més sensible fue el asf2 y el
menos sensible fue el asfBs con valores de Clso de 0.2 a 1.8 mM. Estos resultados fueron
observados también en receptores nicotinicos humanos de los subtipos ouf2, asp2 y a7
expresados en ovocitos.

2.3.4. EFECTOS SOBRE RECEPTORES SEROTONINERGICOS

Lopreato y cols., en 2003, reportaron que el tolueno, el TCE vy el tricloroetileno
incrementan las corrientes ionicas activadas por la serotonina a través de los receptores
ionotropicos 5HT3 expresados en ovocitos de Xenopus laevis a concentraciones entre 0.3 y
2 mM.

2.3.5. EFECTOS SOBRE SISTEMA DOPAMINERGICO

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

El tolueno, al igual que otras drogas de abuso, aumenta los niveles de dopamina en
el cerebro (Riegel y French, 1999). Altas concentraciones de dopamina en el sistema de
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recompensa del cerebro estan asociadas con efectos placenteros que pueden conducir al
uso repetido de la droga y, finalmente, hacia la adiccion. La exposicién de 1000 a 2000
ppm de tolueno durante dos horas incrementa los niveles de dopamina en el nicleo estriado
de rata (Stengard, 1994).

2.3.6. EFECTOS SOBRE RECEPTORES PURINERGICOS

La adenosina es uno de los principales neuromoduladores en el sistema nervioso
central (Daval y cols., 1991). Los efectos neuromoduladores de la adenosina estan
promovidos por 2 subtipos principales de receptores purinérgicos P1, los A1 y A.. La
activacion del receptor A; resulta en una inhibicion de la adenilato ciclasa, mientras que la
activacion del receptor Az resulta en su estimulacion. Entre las acciones mas destacadas de
la adenosina y sus analogos estables sobre el SNC, se encuentran la habilidad para inhibir
la liberacion de aminoacidos excitatorios y otros neurotransmisores, asi como los disparos
espontaneos de las neuronas (Ribeiro, 1991).

Woodward y cols. (2004) estudiaron los efectos del tolueno (0.3 — 3 mM) sobre
receptores purinérgicos (P2X) expresadas en células HEK 293. Estos receptores son canales
ionicos activados por ATP y estan ampliamente distribuidos en el sistema nervioso central
y periférico. El tolueno potencia los receptores P2X2 y P2X4 nativos y los P2X2/3 y
P2X4/6 heteroméricos.

2.3.7. EFECTOS SOBRE CANALES IONICOS ACTIVADOS POR VOLTAJE

La accion de los disolventes de abuso sobre los canales i6nicos activados por voltaje
también ha sido materia de investigacion.

La primera evidencia que indicd una accion de los disolventes organicos sobre
canales de sodio activados por voltaje fue reportada en 1985, cuando Hendry y cols.
encontraron que los hidrocarburos arométicos benceno, tolueno, etilbenceno y n-
propilbenceno (0.1-0.3 mM) produjeron una inhibicién reversible de estos canales en el
axon gigante de calamar.

También se ha descrito que el tolueno inhibe canales de sodio cardiacos (Nay1.5)
expresados en ovocitos de Xenopus en una manera dependiente de la concentracion. Debido
a que los canales de sodio son responsables de la fase inicial del potencial de accion, se ha
sugerido que este efecto puede estar relacionado con la aparicién de arritmias cardiacas y
muerte subita por inhalacion (Cruz y cols., 2003). El tolueno también inhibe los canales de
sodio de musculo esquelético (Nayl1.4); sin embargo, los Nayl.4 (Clsp = 3 mM) son 10
veces menos sensibles que los Nay1.5 (Clsg = 300 uM) (Cruz y cols., 2003; Gauthereau y
cols., 2005).

En otro estudio realizado por Tillar y cols. (2002), se encontré que el tolueno inhibe
los canales de calcio sensibles al voltaje expresados en células de feocromocitoma en una
forma reversible y dependiente de la dosis. Este efecto ocurre a concentraciones en el rango

U.M.S.N.H.




Luis Adolfo Leonhardt Avalos

milimolar que no comprometen la integridad de la membrana y son relevantes para el abuso
de disolventes.

3. EFECTOS CONDUCTUALES
3.1. PROPIEDADES ESTIMULO-DISCRIMINATIVAS

Para la evaluacion de estas propiedades, se entrena a los animales a lo largo de
varias sesiones para que discriminen entre los efectos de la administracion de un farmaco y
la de un vehiculo. Después de recibir el farmaco de referencia, el animal aprende a
presionar una palanca para obtener comida, mientras que después de la administracion del
vehiculo la obtiene s6lo cuando presiona la otra palanca. En este momento se prueba la
sustancia en estudio con el fin de determinar si los animales perciben sus efectos como
similares o diferentes a los del farmaco de entrenamiento. Si el farmaco de prueba produce
un estimulo similar al de entrenamiento, se dice que lo sustituye y se asume que sus efectos
son similares (lversen e Iversen, 1981).

Los disolventes de abuso sustituyen al pentobarbital, al etanol y al oxazepam (Rees
y cols, 1987). El tolueno sustituye parcialmente a la fenciclidina (Bowen y cols., 1999).

3.2. PROPIEDADES DE REFORZAMIENTO

Cuando un sujeto realiza una conducta que tiene como resultado un efecto
placentero o “recompensa”, la conducta se refuerza; es decir, aumenta la probabilidad de
que se repita (Nestler y cols., 2001).

Existen varios modelos experimentales para analizar el efecto reforzador de los
disolventes:

a) Autoadministracion: En este modelo se coloca al animal con un catéter

intranasal dentro de una cdmara con dos palancas y se le ensefia a asociar la

administracion de vapores de disolventes con la accion de presionar una palanca en
particular. Se ha descrito que los monos Rhesus pueden autoadministrarse vapores

de “thinner” o éter, llegando a exceder las 100 inhalaciones por dia (Yanagita y

cols., 1970).

b) Preferencia espacial condicionada: Este modelo consiste en utilizar una

camara con dos compartimentos claramente distinguibles entre si (cada uno con

diferentes estimulos tactiles), donde se condiciona al animal para que asocie un
compartimento con la administracion de la droga y el otro con la administracion del
vehiculo. En este modelo, el indicador usual de que se ha conseguido establecer la
conducta de reforzamiento es el aumento del tiempo que el animal permanece en el
compartimento previamente pareado con la droga (Stoleman, 1992). Se ha
encontrado que los vapores de pegamento, en concentraciones de aproximadamente
10000 ppm, producen una preferencia espacial (Yavich-Zvartau, 1994).
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C) Autoestimulacion intracerebral: Consiste en implantar un electrodo en un
area cerebral relacionada con el llamado “circuito de recompensa” (sistema
mesolimbico-dopaminérgico). Los animales implantados se entrenan para asociar la
accion de apretar una palanca con la obtencion de un estimulo eléctrico intracraneal.
Este estimulo activa el circuito de recompensa, lo que se asocia con un efecto
placentero. Cuando a un animal se le administra una droga de abuso y se le expone
a este modelo, se observa una disminucion en el umbral del autoestimulo
intracraneal, porque la droga sustituye al efecto encontrado con el estimulo
eléctrico. Se ha encontrado que el tolueno y la bencina producen efectos de
reforzamiento (Bespalov y cols., 2003).

3.3. EFECTOS SOBRE LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA ESPONTANEA

El estudio de estos efectos se realiza en general en cajas de “campo abierto”. El
registro de la ambulacion y exploracion puede ser visual o a través de celdas infrarrojas o
circuitos que permiten contabilizar la actividad de los animales en un periodo determinado
(Iversen-lversen, 1981).

La inhalacion de tolueno tiende a producir un perfil de efectos que van desde una
excitacion motora a bajas concentraciones (500-4000 ppm), hasta sedacion, deterioro motor
y anestesia a altas concentraciones (6000-15000 ppm) (Bowen y Balster, 1998; Yavich y
cols., 1994).

También se han reportado curvas bifésicas dosis-respuesta para concentraciones
agudas de TCE (500-14000 ppm) (Bowen y Balster, 1996; 1998; 2006; Warren cols., 2000;
Wileay cols., 2002).

3.4. EFECTOS ANTICONVULSIVANTES

Se han reportado efectos protectores en contra de las convulsiones inducidas por
varios agentes quimicos. Especificamente, la exposicion aguda a tolueno (1000-6000 ppm)
inhibe la muerte y las convulsiones inducidas por NMDA en una manera dependiente de la
concentracion (Cruz et al, 2003). En otro estudio, Chan y colaboradores (2006) observaron
gue una sola inyeccion de tolueno (100-1000 mg/kg, iv) incrementa los umbrales de
letalidad y de presentacion de convulsiones inducidas por nicotina, NMDA, bicuculina y
picrotoxina, pero no aquellas inducidas por estricnina. La inhalacion de propilbenceno,
etilbenceno, tolueno y m-xileno redujo el porcentaje de animales que presentaron
convulsiones inducidas por PTZ (Gauthereau y Cruz, 2006); y el tolueno protegié ademas
contra las convulsiones inducidas por electroshock (0.2-0.4 g/kg) (Silva-Filho y cols.,
1992).

Por su parte, en 1984, Wood y cols., demostraron que la inyeccion de tolueno (0.2 -
0.4 mg/kg) y m-xileno (0.2-0.5 mg/kg) protegen en contra de las convulsiones inducidas
por PTZ (200 mg/kg), un antagonista no competitivo de los receptores GABAA.
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3.5. EFECTOS ANSIOLITICOS

Existen reportes que muestran que los disolventes de abuso producen efectos
ansioliticos en diferentes modelos conductuales. En el modelo de Geller-Seifter, que
consiste en inhibir una conducta previamente aprendida (como apretar una palanca para
obtener una recompensa) mediante la aplicacion de un estimulo aversivo (por ejemplo un
choque eléctrico), los ansioliticos benzodiacepinicos restauran la conducta e incrementan el
numero de choques que recibe el animal; lo mismo sucede con el tolueno (Geller y cols.,
1983; Wood y cols., 1984).

Otro modelo muy utilizado para evaluar la ansiedad es el laberinto elevado en forma
de cruz, el cual tiene dos brazos protegidos con paredes laterales y otros dos no protegidos
0 abiertos. Dado que los roedores tienen una aversion natural a los espacios abiertos,
prefieren permanecer en los brazos cerrados. En este modelo, el tolueno y el TCE aumentan
tanto el tiempo que los ratones permanecen en los brazos abiertos, como el niumero de
entradas a estos brazos, lo cual se interpreta como efecto ansiolitico (Bowen y cols., 1996).

En otro estudio, se compard el posible efecto ansiolitico del tolueno, el benceno, el
TCE, el éter dietilico y el fluorotil en el modelo de “conducta defensiva de enterramiento”.
Este modelo se basa en la tendencia innata de los roedores de enterrar estimulos que les son
aversivos. En una caja se coloca un electrodo que, al tocarlo, produce un choque eléctrico.
Entonces se evalta el tiempo que el animal pasa enterrando el estimulo aversivo y el
namero de choques que recibe durante una prueba de 10 minutos; ambas respuestas son
indicativas del nivel de ansiedad. En este modelo, todos los compuestos, excepto el
fluorotil, tienen efectos ansioliticos de acuerdo con el siguiente orden: tolueno > benceno >
TCE > éter dietilico. Adicionalmente, el tolueno aumenta el nimero de choques que recibe
el animal. (L6pez-Rubalcava y cols., 2000).

3.6. EFECTOS SOBRE NOCICEPCION

En un estudio comparativo, se evalud el efecto de diversos disolventes del grupo de
los hidrocarburos sobre la nocicepcion, para ello se emplearon dos modelos:

a) Pinzamiento de la cola: Se coloca una pinza en el Gltimo tercio de la cola del raton y
se registra el tiempo en que éste reacciona tratando de liberarse de la presion, ya sea
mordiendo la pinza o con un latigazo de la cola. El tolueno tuvo un efecto
pronociceptivo, mientras el TCE fue inactivo.

b) Plancha caliente: Consiste en colocar un raton en una superficie que se calienta a 53
+ 0.5 °C y posteriormente se registra la latencia de presentacién de una respuesta
caracteristica; en este caso, lamerse las patas. Un incremento en la latencia de la
respuesta se considera como un efecto antinociceptivo, mientras que una
disminucion es considerada como un efecto pronociceptivo. Los resultados indican
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que el tolueno, el TCE, el ciclohexano y el etilbenceno poseen efectos
pronociceptivos, no asi el benceno ni el propilbenceno (Cruz y cols., 2001).

4. EFECTOS CRONICOS
4.1. ADICCION

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, la adiccion a las drogas es una
enfermedad cronica del SNC que esta caracterizada por una pérdida del control sobre el
comportamiento, que conduce a la busqueda e ingesta impulsiva de la droga y a recaidas
incluso después de varios meses de abstinencia.

El diagnostico clinico de la adiccion también se define con base en el uso de
sustancias psicoactivas durante largos periodos o de dosis mayores a las iniciales, ansiedad
por la droga o intentos fallidos para detener su uso, continuar utilizando la droga a pesar de
los efectos negativos en la vida profesional y social del individuo, tolerancia creciente,
sindrome de abstinencia y el deseo de ingerir la droga para aliviar los sintomas (DSM-1V,
1995 American Psychiatric Society).

4.2. TOLERANCIA

Se define como tolerancia a la disminucion del efecto de un farmaco en
administraciones repetidas o a la necesidad de usar dosis cada vez mayores para obtener el
efecto inicial (Goudi y Emmet-Oglesby, 1989).

En 1984, Hinman reportd el desarrollo de tolerancia en dos conductas especificas: la
ataxia y el numero de rearings (conductas exploratorias dirigidas al aire). La exposicion
aguda a tolueno (2500 — 15000 ppm / 15 min) disminuyd el nimero de rearings y aumento
la ataxia. Sin embargo, en animales expuestos repetidamente a tolueno no se observaron
estos efectos.

4.3. SENSIBILIZACION

Se conoce como sensibilizacién o tolerancia inversa el fendmeno que se produce
cuando la administracion repetida de la misma dosis de farmaco no disminuye el efecto,
sino que lo intensifica (Goudi y Emmet-Oglesby, 1989).

Este fenomeno se ha estudiado en ratas a las que se les colocan canulas de
microdialisis para vigilar la concentracion extracelular de dopamina (Kalivas y Duffy,
1990). La reaccion inicial a la administracion de 10 mg/kg de cocaina por via i.p., es un
aumento de las concentraciones de dopamina. Después de varias inyecciones diarias, el
incremento en la liberacion de dopamina aumenta de manera significativa, comparado con
el primer dia, al igual que la respuesta relacionada con el comportamiento.

U.M.S.N.H.
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Existen diversos estudios en que se reporta una sensibilizacion a los efectos
producidos por el tolueno. Por ejemplo, Arito y cols. (1985) administraron tolueno por via
i.p. aguda y con una frecuencia cronica y observaron diferentes conductas como la
actividad locomotora y la ingesta de liquidos. En todos los casos, la administracion cronica
del tolueno producia efectos mayores que la administracion aguda.

4.4. DEPENDENCIA

La dependencia fisica se describe como un estado adaptativo que se manifiesta
cuando se deja de administrar la droga y que se caracteriza por la presentacion de un
sindrome de abstinencia especifico.

Sélo se dispone de un par de reportes sobre la dependencia fisica producida por la
administracion repetida de disolventes como el TCE vy el tolueno. En el primer trabajo se
expusieron ratones de 500 a 4000 ppm de TCE de manera continua durante cuatro dias. La
supresion de la administracion del disolvente produjo convulsiones inducidas al sujetar a
los ratones por la cola.

La re-exposicion de los animales a TCE durante el periodo de abstinencia redujo la
frecuencia y la gravedad de las convulsiones (Paez-Martinez y cols., 2003)

Es importante sefialar que la exposicion a tolueno, asi como la administracion de
etanol, pentobarbital y midazolam, suprimi6é también las convulsiones producidas por la
abstinencia a TCE (Evans y Balster, 1993). Posteriormente, en un trabajo similar, Wiley y
cols. (2003) reportaron que la administracién repetida a tolueno (250 ppm/4dias) produce
también un sindrome de abstinencia que se manifiesta como crisis convulsivas.

4.5. EFECTOS SOBRE EL APRENDIZAJE Y LA MEMORIA

Varios examenes neuropsicoldgicos y testimonios de individuos que hacen un mal
uso de los disolventes, indican que la inhalacion cronica de estas sustancias produce déficits
en el aprendizaje y en la memoria (Filley cols., 2004; Miller cols., 2002; Rosenberg, 2002).
Existe evidencia sélida de que pintores y trabajadores de imprentas que se exponen de
manera ocupacional a los disolventes, tienen desempefios cognitivos bajos, en comparacion
con sujetos control (Bockelmann y cols., 2004; Chouaniere y cols., 2002; Kaukiainen y
cols., 2002; Lee y cols., 2003; Saddik y cols., 2005; Wood y Liossi, 2005).

Existen muy pocos reportes donde se analiz6 si los disolventes deterioran el
aprendizaje y la memoria en modelos animales. Entre aquellos disponibles, la mayoria se
enfoca en estudios crénicos de administraciones repetidas a bajas concentraciones. Por
ejemplo, ratas expuestas a 80 ppm de tolueno (6h/dia, 5 dias/semana durante 4 semanas), 0
a “thinner” (60-70% tolueno), 1 h diaria durante 45 dias mostraron un deterioro
significativo en la adquisicion y retencion de informacion en el laberinto de agua de Morris
(Baydas y cols., 2005; Von Euler y cols., 2000).

U.M.S.N.H.
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4.6. EFECTOS SOBRE LA ALIMENTACION

Existen diversos estudios donde se ha demostrado que la exposicion cronica a
disolventes altera la ingesta de alimentos.

En 1984, Miyagawa y cols., encontraron que la administracion intraperitoneal (200-
800 mg/kg) e intravenosa (20-40 mg/kg) de tolueno, asi como la exposicion por inhalacion
de 1650-3300 ppm, inducia un aprendizaje condicionado de aversion al sabor en ratas.
Hallazgos similares fueron reportados por Bushnell y Peele (1988), quienes observaron que
la inhalacion de p-xileno (200-1600 pmm/4 h) redujo la ingesta de sacarina, con una
aversion méaxima a 800 y 1600 ppm.

Més tarde, en 2009, Gauthereau y cols., observaron una disminucion en la ingesta
de alimento y en el peso corporal, en ratas expuestas a benceno de manera crénica (6000
ppm/30 min, dos veces al dia durante 8 semanas).

5. EFECTOS DE LA EXPOSICION A DISOLVENTES DURANTE EL EMBARAZO

Niveles altos de exposicion a disolventes durante el embarazo, pueden conducir a
muerte perinatal y hay reportes de que los neonatos que sobreviven muestran
teratogenicidad morfolégica. Al nacer, los infantes afectados fueron tipicamente
prematuros y/o de crecimiento retardado con microcefalia y dismorfologia facial severa
(ojos hundidos, cara pequefa, orejas en una posicién mas baja y mandibula pequefia), asi
como yemas de los dedos redondeadas y ufias pequefias (Arnold y cols., 1994; Pearson y
cols., 1994; Wilkins-Haug, 1997; Wilkins-Haug y Gabow, 1991).

El término sindrome fetal por disolvente ha sido adoptado para describir esta gama
de efectos morfoldgicos y conductuales, siguiendo el modelo de los desordenes del
sindrome alcohdlico fetal (Jones y Balster, 1998).

6. NEUROTRANSMISION Y SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
El SNC esta formado por el encéfalo y la médula espinal. Es una combinacién de
sistemas neurales interrelacionados que regulan sus actividades propias y de otros sistemas

en una forma compleja y dindmica, en gran medida gracias a la neurotransmision quimica
intercelular (Bloom, 1996; Nestler y cols., 2001; Cooper y cols., 2003).

U.M.S.N.H.
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6.1. NEUROTRANSMISORES

Los impulsos nerviosos desencadenan reacciones en masculo liso, cardiaco y
estriado, glandulas exocrinas y neuronas postsinapticas, mediante la liberacion de
neurotransmisores quimicos especificos. En algunos casos, los neurotransmisores suelen
tener efectos minimos en las propiedades bioeléctricas, aunque también activan o inactivan
mecanismos bioquimicos necesarios en las reacciones de otros circuitos; o bien, la accion
de un neurotransmisor puede variar segun el contexto de los sucesos sinapticos que se estan
produciendo: intensificar la excitacion o la inhibicion, en vez de operar para imponer una
excitacion o una inhibicion directas (Cooper y cols., 2003).

De manera clasica, los efectos electrofisioldgicos de la accion de un
neurotransmisor encajan en dos categorias principales: 1) excitacion, en la cual se abren los
canales idnicos para permitir la entrada neta de iones de carga positiva, lo cual da por
resultado despolarizacion y 2) inhibicion, en la cual los movimientos de iones selectivos
generan hiperpolarizacion.

Los neurotransmisores que median de manera global la transmision sinaptica en el
cerebro son aminoacidos, GABA vy glutamato, como principales neurotransmisores
inhibidor y excitador, respectivamente.

6.1.1. GLUTAMATO

Este aminoacido se encuentra en concentraciones muy altas en el encéfalo y tiene
efectos excitatorios muy poderosos en las neuronas de casi todas las regiones del SNC.

Los receptores ionotrépicos glutamatérgicos se clasifican de acuerdo a los agonistas
gue de manera selectiva activan cada subtipo y se dividen en general en receptores para N-
metil-D-aspartato (NMDA) y los que no corresponden a esta categoria (no-NMDA). Estos
altimos incluyen los receptores para el 4cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropionico (AMPA) y los del acido kainico (KA).

6.1.2. GABA

El acido y-aminobutirico, que es el principal neurotransmisor inhibitorio del SNC de
mamiferos, fue identificado como componente quimico peculiar del encéfalo en 1950, sin
embargo, no se identifico de inmediato su capacidad y potencia como depresor del SNC.

Se ha dividido a los receptores de GABA en tres tipos principales:
1) GABAAa: Es canal ionico de cloruro regulado por ligando (receptor
ionotropico).
2) GABAGg: Es un receptor acoplado a proteina G (metabotrépico). Los
receptores presindpticos de este tipo actGan como autorreceptores e
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inhiben la liberacion de GABA. Se conocen 2 subtipos de receptores
GABAg, 12y 1s.

3) GABAc: Es un receptor ionotropico que se encuentra en la retina,
médula espinal, tubérculo cuadrigémino superior e hipdfisis. (Jhonston,
2002; Jhonston y cols., 2003).

6.1.2.1. RECEPTOR GABAA

Los receptores GABAA (figura 3), son los receptores de neurotransmisores
inhibitorios predominantes en el SNC de vertebrados. Cuando son activados, el canal de
cloruro (CI") del receptor se abre, conduciendo a una entrada de CI” y por lo tanto a una
hiperpolarizacion.

Estos receptores son hetero-oligdbmeros pentaméricos formados por distintas
subunidades. Basadas en una secuencia homologa, estas subunidades han sido agrupadas en
diferentes clases designadas: a (1-6), B (1-4), y (1-3), 9, &, m (Hevers y Luddens, 1998), y 6
(Bonnert y cols., 1999). Para activar el receptor, son necesarias dos moléculas de GABA,
cuyos sitios de unién se localizan en la region extracelular, en la interfase de las
subunidades a y  (Kash y cols., 2004).

El receptor GABAA posee una variedad de sitios de union alostéricos, a través de
los cuales distintos farmacos pueden modular la corriente de C1I™ mediada por GABA. Se
sabe que las benzodiacepinas y los barbituricos potencian alostéricamente las corrientes
mediadas por GABA (Hevers y Luddens, 1998). En cambio, se sabe que los farmacos
convulsivantes como la picrotoxina (PTX), TBPS [(35S) tert-
butylbicyclophosphorothionate] y varios insecticidas deprimen las corrientes mediadas por
GABA (Bloomquist, 1996).

Benzodiacepinas GABA

o O Esteroides
Barbittricos

Propofol
Loreclazol
Etomidato
Anestésicos Acido mefenamico
volatiles y alcohol
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Figura 3. Representacion esquematica del receptor GABA,, ilustrando su estructura pentamérica y los
diferentes sitios de accidn de distintos farmacos que interactdian con este receptor. La P representa un sitio de
fosforilacion (Tomado y modificado de Enna, 2007).

7. CONVULSIONES

El término convulsion se refiere a un trastorno transitorio del comportamiento,
causado por la activacion desordenada, sincronica y ritmica de poblaciones enteras de
neuronas cerebrales (McNamara, 1994).

Se considera que las convulsiones se originan en la corteza cerebral y no en otras
estructuras del SNC, como talamo, tallo encefalico o cerebelo. Las manifestaciones del
comportamiento en las crisis convulsivas dependen de las funciones que ejerza
normalmente el sitio de la corteza donde se originan las convulsiones. Por ejemplo, la crisis
convulsiva que afecta la corteza motora se relaciona con sacudidas cronicas de la parte del
cuerpo controlada por esta region de la corteza. Una convulsion parcial simple se vincula
con una preservacion del conocimiento o estado de conciencia (20 a 60 s). Una convulsion
parcial compleja conlleva un trastorno del conocimiento (30 s a 2 min). La mayor parte de
las convulsiones parciales complejas se originan en el l6bulo temporal. Son ejemplos de
convulsiones generalizadas las crisis de ausencia y las convulsiones tonico-clonicas.

Los estudios farmacoldgicos pusieron en claro que los antagonistas del receptor
GABAA 0 los agonistas de los diferentes subtipos de receptores glutamatérgicos (NMDA,
AMPA o &cido kainico), desencadenan convulsiones en animales de experimentacion in
vivo. A la inversa, los agentes farmacoldgicos que estimulan la inhibicion sinaptica
mediada por el GABA inhiben las convulsiones en diversos modelos. Los antagonistas de
receptores glutamatérgicos bloquean también las convulsiones en varios modelos, entre
ellas las evocadas por electrochoque y por convulsivantes quimicos como el
pentilentetrazol (PTZ) (McNamara, 1994).

7.1. AGENTES PROCONVULSIVANTES

Las convulsiones experimentales utilizadas con mayor frecuencia en el cernimiento
primario de nuevos farmacos antiepilépticos, son aquellas inducidas mediante
electrochoque y pentilentetrazol (PTZ) (Krall y cols., 1978; Ldscher y Schmidt, 1988;
Purpura y cols., 1972; Swinyard, 1969). El tipo y severidad de las convulsiones inducidas
dependen de la intensidad del estimulo eléctrico, asi como la dosis y via de administracién
del PTZ (Koella, 1985; Swinyard, 1949; 1952; 1969; 1972; Woodbury y Davenport, 1952).

7.1.1. PENTILENTETRAZOL

Se tiene conocimiento desde hace varios afios de que el PTZ inhibe los canales de
Cl" activados por GABA (Macdonald y Barker, 1978). Estudios iniciales de unién de
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radioligandos, sugirieron que el sitio de accion del PTZ era el sitio de las benzodiacepinas
del receptor GABAA (Rehavi y cols., 1982). Sin embargo, estudios subsecuentes indicaron
que el sitio de accion del PTZ era probablemente el sitio de union de la PTX
(Ramamjaneyulu y Ticku, 1984; Squires y cols., 1984). Basandose en estos estudios de
“binding”, hoy en dia es aceptado que el PTZ actla en el sitio de unién de la PTX del
receptor GABAA.

El PTZ es un agente utilizado con frecuencia en modelos de epilepsia, que produce
diversos signos convulsivos, tales como: mioclonias, cola de Straub, convulsiones clénicas
y convulsiones clonico-tonicas (Yonekawa y cols., 1980).

a) Mioclonia: Se define como movimientos involuntarios de un grupo de
musculos que se presentan junto con el fenémeno de cola de Straub.

b) Convulsion clénica: Se manifiesta por espasmos clénicos seguidos de
estupor o una postura inusual.

C) Convulsion clénico-ténica: Es una extension, generalmente letal, de la
convulsion clénica. (Yonekawa y cols., 1980)

U.M.S.N.H.
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1. JUSTIFICACION

Los disolventes volatiles forman parte de la formulacién de diversos productos de
uso comercial, su posesion es legal, son baratos y la inhalacién de sus vapores no se
considera una conducta de riesgo, lo cual los convierte en drogas de abuso de facil acceso.
El mal uso de estas sustancias constituye un problema de magnitud mundial que repercute
en la salud publica, no s6lo porque afecta a grandes grupos sociales, muchos de ellos
marginados, sino porque se presenta a edades muy tempranas y provoca graves secuelas
para la salud.

Durante las Gltimas décadas, varios estudios han indicado que estas sustancias
comparten un perfil farmacolégico con los depresores clésicos del SNC como el etanol,
benzodiacepinas y barbitdrico. De acuerdo con estudios in vitro, se ha observado que el
tolueno y el xileno aumentan la actividad de los receptores GABAAa Yy protegen contra las
convulsiones inducidas por pentilentetrazol.

A pesar de la gran incidencia en el mal uso de las sustancias volatiles, muy pocos
estudios han investigado las consecuencias a largo plazo que estas sustancias tienen sobre
el SNC.

Con base en lo anterior, proponemos que las exposiciones repetidas a tolueno y a
xileno provocardn una pérdida del efecto anticonvulsivante y alteraciones en el peso
corporal y en la ingesta de alimento y de agua por parte de los ratones.

U.M.S.N.H.
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I11. HIPOTESIS
La exposicion repetida a tolueno y a xileno producird una disminucién del efecto

protector contra las convulsiones inducidas por pentilentetrazol, asi como alteraciones en la
ingesta de agua y alimento y en el peso corporal de ratones.

U.M.S.N.H.
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IV. OBJETIVOS
1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos de la exposicion aguda, sub-aguda y cronica a tolueno y a
xileno en ratones CD1.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar los efectos de la exposicion aguda a xileno (4000 y 6000 ppm) sobre las
convulsiones inducidas por PTZ en ratones.

2. Determinar el efecto de la exposicidn subaguda (1 semana) a tolueno (4000 ppm) y
a xileno (6000 ppm) sobre las convulsiones inducidas por PTZ en ratones.

3. Estudiar el efecto de la exposicion cronica a xileno (6000 ppm/60dias) sobre las
convulsiones inducidas por PTZ en ratones.

4. Comparar el efecto de la exposicion crénica (6000 ppm/60dias) con la exposicién
aguda y subaguda (1 semana) a xileno sobre las convulsiones inducidas por PTZ en

ratones.

5. Analizar los efectos de la exposicién crénica a xileno (6000 ppm/60 dias) sobre la
ingesta de alimento, liquidos y sobre el peso corporal de los ratones.

V. METODOLOGIA
1. ANIMALES

Se emplearon ratones CD1 macho con un peso de entre 25 y 35g, los cuales fueron
colocados en cajas individuales y se mantuvieron con un ciclo de 12h luz/oscuridad y a
temperatura ambiente (20-25°), con libre acceso al agua y alimento.

2. SUSTANCIAS

Los disolventes de abuso utilizados fueron tolueno y xileno a concentraciones de
4000 y 6000 ppm, respectivamente, y como agente proconvulsivante se utilizé PTZ, el cual

U.M.S.N.H.




Luis Adolfo Leonhardt Avalos

se disolvid en solucion salina y fue administrado por via intraperitoneal (i.p.) a una dosis de
60 mg/kg.

3. EXPOSICION A DISOLVENTES

Se utilizd una camara de exposicion estatica con un volumen de 29 | (figura 4). La
camara consta de una jarra cromatografica con una tapa de acrilico que cierra
herméticamente. La tapa tiene un puerto de inyeccién por donde se administra el disolvente
y un ventilador en la parte interior, cuyas aspas proyectan hacia el interior. Debajo del
ventilador, se encuentra una malla metélica en donde se coloca un papel filtro, el cual
recoge el disolvente para permitir su distribucion homogénea en la cdmara.

Para calcular el volumen de disolvente necesario para obtener la concentracion
deseada dentro de la cAmara de exposicion, se utilizé la ecuacion de Nelson (1971).

__PM.Cppm.Vs P(107°)
B d " RT

Donde:

V = volumen de disolvente necesario para obtener la concentracion deseada (ml).
PM = Peso molecular del disolvente (g/mol).

C ppm = Concentracion deseada (ppm).

Vs = Volumen de la cdmara de exposicion (1).

d = Densidad del disolvente.

P = Presion atmosférica (atm).

R = Constante de los gases ideales (=-222).

mol K

T = Temperatura ambiente (K).

U.M.S.N.H.
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Figura 4. Camara de exposicion estatica a disolventes. Tapa (a), puerto de inyeccion (b), ventilador (c), malla
metalica (d), papel filtro (e), jarra de cristal ().
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3.1. EXPOSICION AGUDA

Los animales fueron colocados dentro de la camara de exposicién de manera
individual y posteriormente se expusieron a tolueno (4000 ppm), xileno (6000 ppm) o aire
durante 30 min, una vez transcurrido ese tiempo, se retiré al animal de la cAmara de
exposicion y se administr6 PTZ via i.p.; posteriormente, el animal fue colocado en una
segunda camara y expuesto nuevamente durante 30 min a tolueno, a xileno o a aire; periodo
durante el cual se observo la latencia para la presentacion de signos convulsivos asi como el
namero de episodios y el porcentaje de animales que presentaron convulsiones.

3.2. EXPOSICION SUBAGUDA

Los animales fueron expuestos a tolueno (4000 ppm), a xileno (6000 ppm) o a aire
durante 30 min, 2 veces al dia por 7 dias. El dia 8, los animales fueron evaluados conforme
al protocolo de la exposicion aguda.

3.3. EXPOSICION CRONICA

Los animales fueron expuestos a xileno (6000 ppm) o aire durante 30 min, 2 veces
al dia por 60 dias. El dia 61, los animales se evaluaron conforme al protocolo de exposicién
aguda. Durante este periodo, se llevo un registr6 semanal del peso corporal, gramos de
alimento consumido y mililitros de agua consumida por los ratones.

4. VARIABLES EVALUADAS

Se evalu6 el porcentaje de animales que presentaron convulsiones clonicas (CC) y
clénico ténicas (CCT), asi como la latencia para la presentacion de estos signos convulsivos
y el numero de episodios.

Ademas, durante la exposicion cronica, se llevd un registro semanal del peso
corporal, gramos del alimento consumido y mililitros de agua consumida por los animales.

5. ANALISIS DE DATOS

Los porcentajes de animales que presentaron convulsiones entre los distintos grupos
fueron comparados utilizando la prueba exacta de Fisher.

U.M.S.N.H.




Luis Adolfo Leonhardt Avalos

Se utilizé la prueba t-student para comparar la cantidad de alimento y agua
consumidos, asi como el nimero de CC y CCT vy la latencia para la presentacion de dichos
signos convulsivos.

VI. RESULTADOS
1. EFECTOS DE LA EXPOSICION AGUDA A DISOLVENTES

La figura 5 muestra el efecto de la exposicion aguda a tolueno (4000 ppm) o a
xileno (6000 ppm) sobre la latencia para la presentacion de convulsiones clonicas (CC).
Como se puede observar, ambos disolventes mostraron un efecto anticonvulsivante, ya que

aumentaron la latencia para la presentacion de CC de manera significativa en comparacion
con su respectivo grupo control.
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Figura 5. Efecto de la exposicién aguda a tolueno (4000 ppm) o a xileno (6000 ppm) sobre la latencia para la
presentacion de convulsiones clonicas (CC). ***p<0.001, prueba t-student.
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El nimero de CC en animales expuestos de manera aguda a tolueno o a xileno fue
comparado con su grupo control (Fig. 6), observdndose una disminucion significativa en el
namero de episodios grupo expuesto a xileno (6000 ppm).

35

15 -

Numero de CC
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Figura 6. Efecto de la exposicion aguda antgueno (4000 ppm) o a xileno (6000 ppm) sobre el nimero de
convulsiones clénicas (F€)*p<0-0%, prueba t=student———— *%
I I

En la figura 7, se muestra la latencia para la presentacion de convulsiones clonico-
tonicas (CCT). La exposicion aguda a ambos disolventes produjo un efecto protector, ya
que se incrementd la latencia de manera significativa al ser comparados con su respectivo
grupo control.

El nimero de CCT de cada grupo expuesto a los disolventes fue registrado y
comparado con su respectivo grupo control (Fig. 8). Ambos disolventes mostraron un
efecto anticonvulsivante, al disminuir de manera significativa el nimero de episodios.

U.M.S.N.H.




Luis Adolfo Leonhardt Avalos

1800 -
1600 -
1400 -
1200 -
1000 -

800 -

Latencia de CCT (s)

600 -

400 -

200 -+

(\"‘0\
00

©)
N
";\\e

Figura 7. Efecto de la exposicion aguda a tolueno (4000 ppm) o a xileno (6000 ppm) sobre la latencia de
presentacion de convulsiones clénico-ténicas (CCT). ***p<0.001, *?<0.05<}§}'Ueba t-student.
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Figura 8. Efecto deJja exposicion aguda a tolueno (4000 ppm) o a xileno (6000 ppm) sobre el nimero de
convulsiones clénicoqténicas (CCT). ***p<0.001, prueba t-student.
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En la figura 9 se muestra el porcentaje de animales que presentaron CCT. La
exposicion aguda a tolueno (4000 ppm) o a xileno (6000 ppm), disminuyé de manera
significativa el porcentaje de animales que presentaron CCT con respecto a su grupo
control.
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Figura 9. Porcentaje de animales que presentan convulsiones clénico-ténicas (CCT) durante la exposicion
aguda a tolueno (4000 ppm) o a xileno (6000 ppm). **p<0.01, * p<0.05, prueba exacta de Fisher.
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2. EFECTOS DE LA EXPOSICION SUBAGUDA A DISOLVENTES

2.1. TOLUENO

En la figura 10 se muestra la latencia para la presentacion de CC inducidas por PTZ
de las exposiciones aguda y subaguda a tolueno. Se puede observar que, aunque se aprecia
una tendencia a aumentar la latencia para la presentacion de CC en la exposicion subaguda,
esta diferencia no es significativa al compararla con su grupo control.
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Figura 10. Efecto de la exposicién aguda y subaguda (7 dias) a tolueno (4000 ppm) sobre la latencia de
presentacion de convulsiones clénicas (CC). *** p<0.001, prueba t-student.

El ndmero de convulsiones clonicas se muestra en la figura 11. Los ratones
expuestos a tolueno de manera subaguda mostraron un incremento estadisticamente
significativo en el numero de CC, al ser comparados con el grupo de la exposicion aguda,
lo cual indica una pérdida del efecto anticonvulsivante.

En la figura 12 se muestra la latencia de presentacion de convulsiones cléonico-

tonicas. Ambas exposiciones, aguda y subaguda, aumentaron de manera significativa la
latencia de presentacion de CCT en comparacion con su respectivo grupo control.
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Figura 11. Efecto de la exposicién aguda y subaguda (7 dias) a tolueno (4000 ppm) sobre el nimero de
convulsiones clénicas (CC). ** p<0.01, prueba t-student.
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Figura 12. Efecto de la exposicion aguda y subaguda (7 dias) a tolueno (4000 ppm) sobre la latencia de
presentacion de convulsiones clonico-ténicas (CCT). *** p<0.001, *p<0.05, prueba t-student.
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El nimero de convulsiones clonico-ténicas se muestra en la figura 13. Tanto la
exposicién aguda como la exposicion subaguda a tolueno produjeron una disminucién
estadisticamente significativa en el nUmero de CCT al ser comparadas con su respectivo
grupo control.
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Figura 13. Efecto de la exposicién aguda y subaguda (7 dias) a tolueno (4000 ppm) sobre el nimero de
convulsiones clénico-tonicas (CCT). *** p<0.001, prueba t-student.
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La figura 14 muestra el porcentaje de animales que presentaron CCT. En el grupo
de ratones expuesto de manera aguda a tolueno, se puede apreciar una disminucion
significativa en el porcentaje de animales que presentan CCT; sin embargo, al ser
administrado este disolvente de manera repetida, esta diferencia deja de ser significativa.
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Figura 14. Porcentaje de animales que presentan convulsiones clonico-ténicas (CCT) durante la exposicion
aguda y subaguda (7 dias) a tolueno (4000 ppm). * p<0.05, prueba exacta de Fisher.
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2.2. XILENO

La figura 15 muestra la latencia de presentacion de convulsiones clénicas (CC) de la
exposicion aguda y subaguda. Se puede observar que despues de administraciones repetidas
del disolvente, la diferencia en la latencia de CC sigue siendo significativa con respecto a
su control. Sin embargo, al comparar el grupo de ratones expuestos durante 7 dias con el
grupo expuesto a xileno de manera aguda, se observa una disminucién significativa en la
latencia de presentacion de CC.
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Figura 15. Efecto de la exposicion aguda y subaguda (7 dias) a xileno (6000 ppm) sobre la latencia de
presentacion de convulsiones clonicas (CC). ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.5, prueba t-student.

U.M.S.N.H.




Luis Adolfo Leonhardt Avalos

En la figural6 se grafico el numero de convulsiones clonicas (CC) en animales
expuestos de manera subaguda a xileno, comparados con los animales expuestos de manera
aguda. Aqui se puede observar una pérdida del efecto anticonvulsivante del xileno en los
animales expuestos de manera subaguda, ya que el ndmero de episodios fue

significativamente mayor al compararlo con el grupo de la exposicion aguda y dejé de ser
estadisticamente diferente respecto a su control.
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Figura 16. Efecto de la exposicion aguda y subaguda (7 dias) a xileno (6000 ppm) sobre el nimero de
convulsiones clénicas (CC). **p<0.01, *p<0.5, prueba t-student.
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La figura 17 muestra la latencia para la presentacion de convulsiones cldnico-
tonicas de la exposicion aguda y subaguda a xileno. La exposicion aguda produjo un efecto
anticonvulsivante, ya que aument6 de manera significativa la latencia para la presentacion
de CCT con respecto a su control y, después de administraciones repetidas a este
disolvente, esta diferencia continda siendo significativa.
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Figura 17. Efecto de la exposicion aguda y subaguda (7 dias) a xileno (6000 ppm) sobre la latencia de
presentacion de convulsiones clénico-ténicas (CCT). ***p<0.001, prueba t-student.
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El nimero de CCT en los ratones expuestos de manera aguda o subaguda a xileno
fue comparado con su respectivo grupo control, observandose una diferencia

significativamente menor en el nimero de episodios en los grupos de ambas exposiciones
(Fig. 18).
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Figura 18. Efecto de la exposicion aguda y subaguda (7 dias) a xileno (6000 ppm) sobre el nimero de
convulsiones clénico-ténicas (CCT). ***p<0.001, prueba t-student.
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La figura 19 muestra el porcentaje de animales que presentaron convulsiones
clénico-tonicas durante la exposicion aguda y subaguda a xileno. La exposicion aguda a
xileno produjo un efecto protector, ya que disminuyd de manera significativa el porcentaje
de animales que presentaron CCT al comparar este grupo con su control. Después de
administraciones repetidas a este disolvente, esta diferencia continda siendo significativa.
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Figura 19. Porcentaje de animales que presentan convulsiones clonico-tonicas (CCT) durante la exposicion
aguda y subaguda (7 dias) a xileno (6000 ppm). ***p<0.001** p<0.01, prueba exacta de Fisher.
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3. EFECTOS DE LA EXPOSICION CRONICA A XILENO

Como se puede observar en la figura 20, la exposicion aguda a xileno (6000 ppm)
protege contra las convulsiones inducidas por PTZ, retrasando la aparicién de CC. Sin
embargo, al comparar el grupo expuesto de manera crénica a xileno con su control, dicha
proteccion se pierde, ya que el aumento en la latencia deja de ser estadisticamente diferente
de su grupo control y significativamente menor con respecto al grupo de animales
expuestos de manera aguda.
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Figura 20. Efecto de la exposicion aguda y crénica (60 dias) a xileno (6000 ppm) sobre la latencia de
presentacion de convulsiones clénicas (CC). ***p<0.001,*p<0.05 prueba t-student.
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La figura 21 muestra el efecto de la exposicion aguda y cronica a xileno (6000 ppm)
sobre el ndmero de convulsiones clonicas. El xileno demostré tener propiedades
anticonvulsivantes al disminuir de manera significativa el nimero de CC al comparar el
grupo de la exposicion aguda con su control. Sin embargo, después de un tratamiento de 60
dias, se presentd una pérdida del efecto protector del xileno, ya que no se observo
diferencia significativa entre el grupo expuesto a xileno y su control.
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Figura 21. Efecto de la exposicion crénica (60 dias) a xileno (6000 ppm) sobre el nimero de convulsiones
clénicas (CC). *p<0.05, prueba t-student.
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Existen reportes epidemioldgicos que indican que la exposicion cronica a
disolventes puede producir una pérdida de apetito (NIDA, 2004). Basados en esto,
registramos el consumo de alimento y agua en animales expuestos de manera crénica a
xileno.

La figura 22 muestra los gramos de alimento consumidos por los animales en
funcién del tiempo. Los animales expuestos a xileno consumieron una menor cantidad de
alimento en comparacion con el grupo control, alcanzando una diferencia significativa a
partir de la cuarta semana de tratamiento.
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Figura 22. Efecto de la exposicion cronica a xileno sobre el consumo de alimento. ***p<0.001, **p<0.01,
*p<0.05, prueba t-student.
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También se evalud el efecto de la exposicion crdnica a xileno sobre el consumo de
agua. En la figura 23 se puede observar que la administracion repetida de solvente produce
una disminucion en la ingesta de agua, siendo significativamente menor en las semanas 4 y
5 con respecto al grupo expuesto a xileno con el grupo control.
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Figura 23. Efecto de la exposicion crénica a xileno sobre la ingesta de agua. *p<0.05, prueba t-student.
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La figura 24 muestra el efecto de la exposicion cronica a xileno sobre el peso
corporal de los ratones. Se puede apreciar una tendencia a disminuir de peso en los
animales expuestos a xileno; sin embargo, esta diferencia no es significativa al compararla
con su grupo control.
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Figura 24. Efecto de la exposicion cronica a xileno sobre el peso corporal de los ratones.
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VII. DISCUSION

Los inhalables son compuestos volatiles a temperatura ambiente que rara vez son
objeto de abuso por otra via que no sea la inhalacién (Dinwiddie, 1992). Dentro de esta
categoria, se encuentran los disolventes organicos como el tolueno y el xileno, los cuales
forman parte de la formulacion de varios productos comerciales, como pinturas, “thinner”,
pegamentos, gasolina y liquidos limpiadores (Arlien-Sgborg, 1992).

Los individuos pueden entrar en contacto con los disolventes de varias formas: en
casa, en el trabajo o por la inhalacion intencional para alcanzar la intoxicacion. La
exposicion accidental incluye exposiciones ocasionales y breves, tal como cuando un
disolvente se utiliza para propositos domesticos (liquidos limpiadores), o cuando un
individuo llena el tanque de su auto con gasolina. Las concentraciones de disolvente en el
aire pueden varian de 100 a miles de partes por millén, dependiendo del disolvente
(NIOSH, 1995).

Los niveles de exposicion durante episodios de abuso son mucho mas altos que las
concentraciones presentes durante las exposiciones ocupacionales o accidentales. Estos
episodios involucran varias inhalaciones de altas concentraciones de disolvente
(usualmente varios miles de ppm) durante breves periodos de tiempo (10-15 min) (Brouette
y cols., 2001; Marjot, 1989).

Existe evidencia de que estas sustancias tienen efectos parecidos a los depresores
clasicos del SNC como los barbituricos y las benzodiacepinas (Evans y Balster, 1991).
Entre estos efectos, se encuentran la capacidad de aumentar la actividad de los receptores
GABAA in vitro y de proteger contra las convulsiones inducidas por PTZ (Beckstead y
cols.; Wood y cols., 1984). Paradodjicamente, los disolventes también tienen efectos
proconvulsivantes cuando se administran en altas concentraciones. Por ejemplo, se ha
descrito que altas dosis de tolueno (1-2 g/kg), acetato de etilo (0.75-1.5 g/kg) y n-hexano
(8-10 g/kg) producen convulsiones en ratones (Silva-Filho y cols., 1992).

En este trabajo de tesis, se utiliz6 un modelo animal que imita las condiciones
presentes durante episodios de abuso a los que estan sometidos los usuarios de los
disolventes organicos, enfocandonos en el estudio de sus efectos sobre las convulsiones
inducidas por una dosis de 60 mg/kg de PTZ después de una exposicion aguda o subaguda
(tolueno y xileno) o cronica (xileno) y sobre la ingesta de alimento y agua.

El PTZ es un agente utilizado con frecuencia en modelos de epilepsia, que produce
diversos signos convulsivos, tales como mioclonias, cola de Straub, convulsiones clonicas
y clonico-tonicas (Yonekawa y cols., 1980). Los farmacos anticonvulsivantes pueden
prevenir o retrasar la aparicion de estos signos. Nuestros resultados mostraron que la
exposicion aguda a ambos disolventes, aumentd de manera significativa la latencia para la
presentacion de CCT y disminuyo el nimero de episodios después una inyeccion de PTZ
(60 mg/kg i.p.). En cuanto al namero de CC, ambos disolventes aumentaron la latencia de
CC significativamente; sin embargo, sélo el xileno fue capaz de disminuir el numero de
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episodios. Estos resultados concuerdan con aquellos reportados por Wood y cols. (1984),
quienes demostraron que la administracién i.p. de tolueno (0.2-0.4 g/kg) y m-xileno (0.2-
0.5 g/kg) protegen contra las convulsiones inducidas por PTZ (200 mg/kg s.c.) en ratones.

Los efectos protectores de los disolventes en contra de las convulsiones inducidas
por varios agentes quimicos han sido reportados. Especificamente, la exposicion aguda a
tolueno (1000-6000 ppm) inhibe la muerte y las convulsiones inducidas por NMDA, en
ratones, de una manera dependiente de la concentracion (Cruz y cols., 2003). Por otro lado,
se ha reportado que una inyeccion Unica de tolueno (100-1000 mg/kg) incrementa los
umbrales para la presentacion de convulsiones y de muerte inducidas por nicotina, NMDA,
bicuculina o picrotoxina, pero no contra las inducidas por estricnina (Chan y cols., 2006).
Se ha observado que las inyecciones de tricloroetano incrementan significativamente los
umbrales y las dosis letales en ratones tratados con PTZ, PTX o NMDA (Shih y cols.,
2001). Ademas, la inhalacién de propilbenceno, etilbenceno, tolueno y m-xileno reducen el
porcentaje de animales que presentan convulsiones inducidas por PTZ (Gauthereau y Cruz,
2006) (Silva-Filho y cols., 1992). Este efecto protector parece estar ligado a la capacidad de
los disolventes para aumentar la actividad de los receptores GABAA y de inhibir a los
receptores NMDA (Bowen y cols., 2006)

Aunqgue estos estudios son similares, es importante mencionar que las diferencias en
cuanto a la cepa, el sexo, la edad y, el manejo de los animales y las condiciones ambientales
(luz, temperatura, dieta, humedad, etc.) pueden modificar los resultados. El tipo y severidad
de las convulsiones generalizadas en los modelos animales se relaciona con la intensidad
del estimulo, la dosis y la via de administracién del PTZ (Koella, 1985; Swinyard, 1969;
Swinyard y cols., 1952, Woodbury y Davenport, 1952). Ademas, existe evidencia de que
los umbrales para la presentacion de convulsiones provocadas por PTZ varian a lo largo del
afio, siendo mas altos en los meses de invierno y mas bajos en verano, a pesar de las
condiciones ambientales controladas (Léscher y Fiedler, 1996). Sin embargo, se sabe que
las alteraciones en la temperatura corporal tienen una marcada influencia sobre la
susceptibilidad frente a las convulsiones, asi que cualquier disminucién en la temperatura
del ambiente puede incrementar la susceptibilidad frente a las convulsiones experimentales
(Woodbury, 1969).

En cuanto a los efectos cronicos de la exposicion a los disolventes, existen estudios
clinicos y experimentales que han demostrado que se produce un dafio extenso sobre el
sistema nervioso central después de largos periodos de exposicidn a disolventes volatiles.
El dafio incluye anormalidades histoldgicas con neuropatia periférica debida a la
degeneracion y desmielinizacion axonal, atrofia cerebelar y lesiones en los ganglios basales
(Ashikaga y cols., 1995; Lolin, 1989; Yamanouchi y cols., 1995), perturbaciones
neuroquimicas, como la disminucion en las concentraciones de dopamina; cambios
cognitivos y conductuales que incluyen fatiga, mareo, dolor de cabeza y dafio en la
concentracion y memoria, asi como demencia (Mutti y cols., 1988; Kraut y cols., 1988).

En este trabajo, observamos que el umbral de la latencia para la presentacion de
convulsiones cldnicas de los ratones expuestos durante 7 dias a xileno (6000 ppm) fue

U.M.S.N.H.




Luis Adolfo Leonhardt Avalos

menor al compararlo con el grupo de la exposicion aguda. En cuanto al numero de
convulsiones cloénicas, la capacidad de ambos disolventes para disminuir el nimero de éstas
se vio disminuida después de administraciones repetidas, lo cual se reflejo en un aumento
en el numero de CC en comparacion con el grupo de la exposicion aguda. Por otro lado, al
evaluar el porcentaje de animales que presentaban convulsiones clonico tonicas,
observamos que éste fue mayor en el grupo expuesto a tolueno durante 7 dias, en
comparacion con el grupo de la exposicion aguda.

De manera similar, se observo un incremento en el nimero de convulsiones clonicas
y una disminucién significativa en la latencia en el grupo de ratones tratados con Xileno
(6000 ppm) durante 60 dias. Los hallazgos anteriores se pueden interpretar como una
pérdida del efecto protector o como un efecto proconvulsivante. Los datos obtenidos en este
trabajo fueron similares a los obtenidos por Palencia y cols. (1998), quienes expusieron
ratas Wistar de manera cronica a 20 ppm de una mezcla comercial de “thinner” (9%
metanol, 13% butanol, 8% hexano, 8% benceno, 49% tolueno y cerca de 1% los siguientes
compuestos: xileno, tetradecano y pentadecano), 30 min diarios durante 4 meses Yy
observaron que se requeria una dosis menor de PTZ para producir mioclonias y
convulsiones generalizadas en los animales expuestos a la mezcla de disolventes con
respecto a su grupo control, asimismo, se produjo una disminucion en el umbral de la
latencia de presentacion de estos signos. Esta actividad proconvulsivante de los disolventes,
también se ha observado al manipular ratones después de una exposicion continua a TCE
(500-2000 ppm) (Balster y col., 1992; Evans y Balster, 1993) o 250 ppm de tolueno durante
4 dias (Wiley y cols., 2003). Por su parte, se observaron efectos similares en ratones, una
vez que fueron retirados de la camara de exposicidn después de completar un periodo de
exposicion de 20 min a 2000 ppm de acetato de etilo y de acetato de n-butilo (Bowen y
Balster, 1997). La reactividad ante el manejo de los animales puede ser considerada como
un signo de sindrome de abstinencia en animales expuestos de manera crénica a
disolventes; sin embargo, es dificil pensar que la dependencia pueda desarrollarse después
de 20 min de exposicion a disolventes (Bowen, 2006). La aparicion de esta actividad
proconvulsivante resultante de largos periodos de exposicion parece estar relacionada con
cambios adaptativos en los receptores NMDA y GABAA. Por ejemplo, un tratamiento
prolongado con tolueno (ImM/4 dias) en neuronas de hipocampo reduce la respuesta
celular producida por GABA, por lo tanto, seria de esperarse que la disminucién de la
actividad GABAGérgica resulte en un aumento de la excitabilidad durante la abstinencia a la
exposicion crénica a tolueno (Bale y cols., 2005).

Por otro lado, se han encontrado cambios significativos en los niveles de la
subunidad al de los receptores GABAA (un incremento en la corteza prefrontal media y
una disminucion en la sustancia negra) en ratas expuestas a 8000 ppm de tolueno por 10
dias (Williams y cols., 2005). De manera similar, Baly y cols. (2005) demostraron que la
exposicion a 1 mM de tolueno durante 4 dias incrementa los niveles de las subunidades
NR1, NR2A y NR2B de los receptores NMDA en cultivos de neuronas de hipocampo.
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Sin embargo, se ha reportado que los animales podrian sufrir stress durante los
experimentos cronicos debido a la constante manipulacién, lo cual podria disminuir la
actividad anticonvulsivante de los disolventes. En 1997, Deutsch y cols. probaron la
capacidad de varios antagonistas no competitivos del receptor NMDA (MK-801.
fenciclidina, ketamina y memantina) para disminuir las convulsiones inducidas por
electroshock en ratones, después de estresarlos, obligandolos a nadar en agua fria (6 °C)
durante 10 minutos y encontraron gque los umbrales de convulsiones del MK-801 y la
memantina disminuyeron de manera significativa. Sin embargo, los umbrales de la
fenciclidina y ketamina no sufrieron cambio alguno, lo que sugiere que los cambios
inducidos por stress alteran el tamafio y las caracteristicas de carga del canal.

El ultimo objetivo de este trabajo fue determinar los efectos de la exposicion cronica
a xileno sobre la ingesta de alimento y de agua, basandonos en el hecho de que existen
reportes epidemioldgicos que indican que la exposicion cronica a los disolventes pueden
producir pérdida de apetito (NIDA, 2004). Sin embargo, aun se desconocen los
mecanismos involucrados en este proceso.

En los mamiferos, la percepcion y deteccion del sabor se realiza a través de una via
neuronal que se extiende desde la lengua y el paladar hasta la corteza parietal inferior
(Guyton, 1996; Buck, 2000). Un sabor detectado a través del sistema gustativo en los
humanos se conoce como umami, una palabra de origen japonés que se cree que es el
resultado de la deteccion del anion carboxilato, asociado con el aminoacido glutamato.
Dingedine y Conn (2000) han propuesto que los receptores NMDA pueden jugar un papel
importante en la transduccién y percepcién del sabor umami. En 2009, Gauthereau y cols.
expusieron ratas Wistar a 6000 ppm de tolueno, xileno o benceno (30 min/2 veces al dia)
durante 8 semanas, para determinar si la exposicion crénica a estos disolventes producia
alteraciones en el consumo de una solucion de glutamato, en el peso corporal y en la
ingesta de alimento y observaron que las ratas expuestas a los disolventes tuvieron un
menor aumento de peso y consumieron una menor cantidad de alimento en comparacion
con los animales expuestos a aire. Sin embargo, estos cambios fueron més notorios en las
ratas tratadas con benceno. En cuanto al consumo de la solucion de glutamato, las ratas
tratadas con los disolventes consumieron una mayor cantidad de ésta, en comparacion con
el grupo control. Nuestros resultados fueron similares a los de este estudio, ya que los
animales tratados con xileno mostraron una disminucion en la ingesta de alimento y agua
en comparacion con el grupo control.

Este tipo de alteraciones en la ingesta de alimento se han reportadas por varios
autores. En 1984, Miyagawa y cols., encontraron que la administracion intraperitoneal
(200-800 mg/kq) e intravenosa (20-40 mg/kg) de tolueno, asi como la inhalacion de 1650-
3300 ppm de tolueno durante 4 horas induce un aprendizaje condicionado de aversion al
sabor de una manera dependiente de la dosis en ratas, lo sugiere que el tolueno actia como
un estimulo conductual aversivo. Hallazgos similares fueron encontrados por Bushnell y
Peele (1988), quienes observaron que la inhalacion de p-xileno (200-1600 ppm/4 h) redujo
el consumo de sacarina. Mas recientemente, se reportd que la administracion de tolueno
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(1.3 ml/kg i.p./4 dias) tiene como resultado una reduccion del consumo de alimento y en la
ganancia de peso corporal (Moron y cols., 2004).
VIIl. CONCLUSIONES

v La exposicion aguda a xileno y a tolueno protege contra las convulsiones inducidas
por PTZ.

v" La exposicion repetida a disolventes reduce su capacidad para proteger de las
convulsiones inducidas por PTZ.

v La exposicion crénica a xileno modifica el consumo de alimento y agua.
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