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"Efecto de la exposicion a tolueno sobre la memoria a largo plazo en ratas".
Resumen

Introduccidén. Los inhalables son sustancias volatiles a temperatura ambiente, que cuando
se inhalan pueden producir un estado alterado de conciencia. El tolueno es el principal
disolvente volatil empleado como droga de abuso, lo encontramos como parte de multiples
productos de uso comun, como en la gasolina, en el "thinner" y en productos de limpieza. Es
usado como droga de abuso, principalmente por los adolescentes. Existen reportes que
indican que la inhalacion de este disolvente produce alteraciones en la memoria. Ademas,
basados en algunos estudios se propone que existen multiples mecanismos por los que el
tolueno podria dafiar la memoria, como daino neuronal, apoptosis o inhibicidon de receptores,
como los de N-Metil-D-Aspartato (NMDA) los cuales juegan un papel importante en el
proceso de memoria a nivel de hipocampo. Hasta el momento, aun no esta claro el
mecanismo de accion por el cual el tolueno produce alteraciones en la memoria. Hipotesis:
La exposicion cronica a tolueno provoca una alteracion en los procesos cognitivos de
memoria. Objetivo general: Investigar si la exposicion cronica a tolueno altera las
capacidades cognitivas de memoria en las ratas. Objetivos especificos: 1.Estudiar el efecto
de la exposicion cronica al tolueno sobre la memoria, en un modelo de auto aprendizaje en
ratas. 2. Analizar el efecto de la exposicion crénica al tolueno sobre la memoria, en el modelo
de objeto novedoso. Material y métodos: Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar,
divididos en 3 grupos (7-8meses, 5-6meses y 4meses), cada uno con un subgrupo que fue
expuesto a tolueno (4000 ppm) y un subgrupo control expuesto a aire. En una primera etapa,
se realizé la prueba de auto-aprendizaje en la camara condicionante (caja de Skinner) a
todos los grupos. En una segunda etapa se hicieron las pruebas del objeto novedoso. A fin
de evaluar si no existen alteraciones en la actividad locomotora, en una tercera etapa se
realizé una prueba de locomocion en campo abierto y otra en la caja del objeto novedoso. En
la cuarta etapa, para estudiar el efecto de los disolventes sobre la consolidaciéon de la
memoria, 24 h posteriores a las pruebas conductuales, los animales se colocaron en una
camara de exposicion estatica durante 30 min, 2 veces al dia (con una diferencia de 6 h),
durante un mes, para ser expuestos a tolueno (4000 ppm) o a aire. Al cabo de este periodo
(a las 24 hrs), los animales se volvieron a evaluar en las pruebas conductuales iniciales.
Resultados: Se estudiaron un total de 78 animales, divididos en 3 grupos de diferentes
edades, de acuerdo a lo mencionado anteriormente. En las pruebas en la caja de Skinner se
observé que el 83% de los animales aprendié la tarea, y que el tolueno no tuvo efectos
significativos sobre la memoria de los animales. Resultados similares se apreciaron en la
prueba del objeto novedoso. Al tomar en cuenta la edad de los animales, se presentaron
diferencias significativas en algunos de los grupos. Ademas, el tolueno no afecto la actividad
locomotora de los animales, observandose un promedio de respuestas similares entre el
grupo expuesto a tolueno y el grupo expuesto a aire.
Palabras clave: Tolueno / memoria / Skinner / objeto novedoso.
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"Effect of toluene exposure on long-term memory in rats"
Summary

Introduction. Inhalants are volatile substances at room temperature that are inhaled to
produce an altered state of consciousness. Toluene is the main volatile solvent used as a
drug of abuse, it can be found as part of multiple products commonly used such as
gasoline, thinner and cleaning products. It is used as a drug of abuse mainly by
adolescents. There are reports indicating that inhalation of this solvent causes memory
alterations. In addition, there are multiple mechanisms by which toluene can damage
memory, such as neuronal damage, apoptosis and inhibition of receptors, mainly N-
Methyl-D-Aspartate (NMDA) receptors, which play an important role in memory process at
the hippocampus level. However, the mechanism of action by which toluene can produce
memory alterations is not clear. Hypothesis: Chronic toluene exposure produces an
alteration in cognitive memory processes. General objective: To investigate if chronic
toluene exposure alters cognitive memory abilities in rats. Specific objectives: 1.To study
the effect of chronic toluene exposure on memory in a model of autoshaping learning task
in rats. 2. To analyze the effect of chronic toluene exposure on memory in the novel object
recognition test . Material and methods: Male Wistar rats were divided into 3 groups (7-8
months, 5-6 months and 4 months), each one with a subgroup that was exposed to
toluene (4000 ppm) and a control subgroup exposed to air. In a first stage, the
autoshaping learning task was performed in the conditioning chamber (Skinner's box) to all
groups. In a second stage the novel object recognition test were made. In order to
evaluate if there were no alterations in locomotor activity, in a third stage a locomotion test
was performed in the open field and another in the novel object box. In the fourth stage, to
study solvent effect on memory consolidation, 24 h after the behavioral tests, animals were
placed in a static exposure chamber for 30 min, twice a day (with a difference of 6 h), for
one month, to be exposed to toluene (4000 ppm) or air. At the end of this period ( 24 h
after the end of exposures), animals were reevaluated in the initial behavioral tests.
Results: A total of 78 animals were studied, and as previously mentioned, they were
divided into 3 groups of different ages. In the Skinner box test, it was observed that 83% of
the animals learned the task, and that toluene had no significant effects on animal
memory. Similar results were seen in the novel object recognition test. Taking into account
animal age, there were significant differences in some of the groups. In addition, toluene
did not affect the locomotor activity of the animals, with an average of similar responses
between the toluene-exposed group and the air-exposed group.

Keywords. Toluene / memory [/ Skinner / novel [/  object
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1. Introduccidn

A nivel mundial, se calcula que en 2015 consumieron drogas alrededor de 255
millones de personas, 1 de cada 20 adultos, es decir 5.3% de la poblacién de entre
15 y 64 afios han consumido alguna droga ilicita,” principalmente sustancias del

grupo del cannabis, los opioides, la cocaina o los estimulantes de tipo anfetaminico.?

El consumo de drogas por consumidores habituales y personas que sufren
trastornos de consumo o dependencia en el 2015 fue de alrededor de 29.5 millones

presentado un incremento del 0.3% con respecto a los ultimos 5 arfios.’3

El consumo de drogas sigue causando un dafio considerable, reflejado en la
pérdida de vidas y anos productivos de muchas personas. En 2014 se informo de un
total aproximado de 207,400 muertes relacionadas con las drogas. Esa cifra se
corresponde con una mortalidad de 43.5 muertes por milldon de personas en la

poblacién de entre 15 y 64 afios.?

En la Republica Mexicana, la Encuesta Nacional de Adicciones de 2011 presenta
una prevalencia de consumo de drogas para la poblaciéon general entre 12 a 65 afos
de 1.8%, siendo la mariguana la droga mas consumida, con un 1.2%, seguida de la
cocaina con un 0.5% y después los inhalables con 0.1%. En la poblacion
adolescente de entre 12 y 17 afios la prevalencia de consumo es de 1.5%, con los
mismos tipos de drogas, con un ligero incremento de los inhalables a 0.3%. En
relacion al consumo de drogas por las mujeres, la prevalencia general es de 0.7% y
con un consumo de mariguana de 0.3% y para inhalables 0.1%. Los promedios de
inicio de consumo de drogas en los hombres son de 18 afios y para mujeres de 20

afios.*

La prevalencias de haber consumido drogas en alguna ocasién en estudiantes de
secundaria y bachillerato en la Republica Mexicana, durante la encuesta en el 2014
fue de 17.2%, el consumo en el ultimo afo fue 12.2% y en el ultimo mes 6.7%. Las
drogas de mayor consumo son la mariguana (hombres 12,9%, mujeres 5.8%),

inhalables (hombres 5.9%, mujeres 5.8%), cocaina (hombres 4.2%, mujeres 2.5%) y

Abraham Jacobo Jacobo 1
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tranquilizantes (hombres 3.2% y mujeres 4.3%). La edad de inicio de consumo es en

promedio a los 12 afios con un incremento exponencial a los 18 afios.®

En Michoacan la encuesta nacional de consumo de drogas en estudiantes de
secundaria y bachillerato 2014, revela que consumieron droga en alguna ocasion
15.4%, en el ultimo afio 10.1%, y en el ultimo mes 5.7%, ligeramente por debajo del

promedio nacional.®

Las personas que consumen drogas, en especial los inhalables, tienden a
combinarlas con otras drogas, generalmente con alcohol, mariguana y cocaina.t’
Dentro de los drogas inhalables de mayor consumo se encuentra el “thinner”, cuyo
principal componente es el tolueno; ademas, a los inhalables los podemos encontrar
en diversos productos comerciales como pinturas, pegamentos, productos de
limpieza,®® son faciles de obtener por parte de nifios y adolescentes,® y el grupo
mas vulnerable son las personas que estan en situacion de calle.’ También existe el
abuso de los inhalables durante el embarazo, sobre todo de adolescentes y adultos
jévenes, con multiples repercusiones a la salud materna y al producto de la
concepcion.'? Los adictos a inhalables pueden llegar a exponerse a varios miles de
partes por millén (2000 — 15000 ppm) de disolventes volatiles en una sola sesion.'34
Esta situacion contrasta claramente con lo que ocurre en el campo ocupacional,
donde los individuos se exponen por periodos largos a bajas concentraciones de
disolventes (50-200 ppm)."™ Se ha demostrado que el abuso de las drogas
inhalables tiene efectos multisistémicos, en donde el sistema nervioso central
presenta alteraciones a nivel cognitivo, en especial sobre el aprendizaje y la

memoria.'6:17
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2. Marco teérico
2.1. Inhalables

Los inhalables son sustancias volatiles a temperatura ambiente, que cuando se
inhalan pueden producir un estado alterado de conciencia y que raramente son
administrados por otras vias diferentes a la inhalacion.®'81° El abuso de inhalables
implica utilizar estas sustancias de manera voluntaria para producir una intoxicacion,

0 sensacion de bienestar.2°

Los disolventes volatiles se encuentran en componentes usados en la industria y
en multiples productos domésticos,?'?? tienen la caracteristica de que disuelven la
grasa y son generalmente liquidos con presiones de vapor altas, tienen puntos de

ebullicion bajos y son altamente lipofilicos.??

La mayoria de los productos comerciales que son sujeto de inhalacion son
mezclas complejas de disolventes, que contienen principalmente tolueno, pero
también pueden contener otros disolventes en menor proporcion, como xileno y

benceno. 1216.24.25
2.1.1. Clasificacion de los inhalables

Existen varias clasificaciones de los inhalables, pero en general se han propuesto
cuatro categorias generales, que se basan en la forma en la que se encuentran en

los productos domésticos, industriales y médicos.?6-28

A) Disolventes Volatiles: Son liquidos que se evaporan a temperatura ambiente.
Se encuentran en una gran variedad de productos en la industria y en el hogar, se
pueden adquirir facilmente; los mas comunes son removedores de pinturas, liquidos

para lavado en seco, quita grasas, gasolinas, pegamentos, liquidos correctores, etc.

B) Aerosoles: Son formas comerciales que contienen propelentes y disolventes.

Estos incluyen a las pinturas pulverizadas, desodorantes y fijadores de pelo.
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C) Gases: Incluyen a los anestésicos de uso médico como el éter, el cloroformo,
el halotano y el 6xido nitroso. En este grupo también se incluyen a los gases que se
utilizan en productos domésticos o comerciales, como los encendedores de butano,
los tanques que contienen propano y los que se usan para enfriamiento en los

refrigeradores.

D) Nitritos: Se considera una clase especial de inhalables, ya que a diferencia de
la mayoria de los demas inhalables que actuan sobre el sistema nervioso, la accion

principal de los nitritos es sobre los vasos sanguineos, siendo vasodilatadores.

Los disolventes son las clase de inhalables de los que mas se abusa y se puede

clasificar de acuerdo a su estructura quimica en varios subgrupos.

Tabla 1. Clasificacién de los disolventes volatiles, de acuerdo a su estructura

quimica.?%30

Hidrocarburos alifaticos Hexano, heptano
Hidrocarburos aromaticos Tolueno, benceno, xileno
Hidrocarburos halogenados 1,1,1- tricloroetano, cloroformo,
fluorotil
Hidrocarburos ciclicos Ciclo hexano
Alcoholes Etanol, metanol
Eteres Dietil éter, isopropil éter
Esteres Etil acetato, isopropil acetato
Aldehidos Formaldehido, acetaldehido
Cetonas Acetona, metil-cetona, etil-cetona,
ciclohexanona
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2.2. Tolueno

El tolueno (metilbenceno, fenilmetano, toluol, benceno monometil, y metilbenzol),
es un hidrocarburo aromatico con una formula quimica condensada de CsHsCH3, es
un liquido incoloro con olor parecido a los disolventes de pintura. Tiene una alta
afinidad por los lipidos, y es altamente inflamable.3! Es miscible en la mayoria de los

disolventes organicos no polares, pero casi inmiscible en el agua.3?33

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas del tolueno.'®3

Propiedad Informacion
Peso molecular 92.13 g/mol
Color Incoloro
Estado fisico Liquido
Punto de fusién -95 C
Punto de Ebullicion 110.6 C
Densidad 0.8669 g/ml

2.2.1. Usos

El tolueno existe de forma natural en el petroleo crudo y en el arbol tolu (Myroxylon
toluifera). Se produce en el proceso de fabricacion de la gasolina y otros
combustibles del petréleo crudo; la gasolina contiene de 5 a 7% de tolueno, también
esta presente en el humo del cigarro. El tolueno se adiciona a los combustibles como
antidetonante, se usa en la fabricacion de pinturas, lacas, diluyentes de pintura,
barniz de ufas, adhesivos, en algunos procesos de impresion y del cuero curtido y
ademas es el producto de partida en la sintesis del 2,4,6-trinitrotolueno (TNT), que se

utiliza como uno de los explosivos mas usados con fines militares e industriales.32:33

Abraham Jacobo Jacobo 5



'Efecto de la exposicion a tolueno sobre la memoria a largo plazo en ratas” 2017

2.2.2. Farmacocinética

La exposicidon al tolueno puede ser en bajas concentraciones, cuando se utilizan
productos en el hogar o en el escuela sin importantes riesgos para la salud; por otro
lado, también existe la exposicidon ocupacional por el trabajo, en donde hay
exposicion repetida durante varias horas al dia y por toda la semana, aunque los
limites de exposicion van de los 10 a 100 ppm,3* y la inhalacion intermitente en el
caso de abuso, en donde las personas se exponen a concentraciones elevadas, que

van desde las 500 hasta las 30 000 ppm.?’

El tolueno se absorbe faciimente por los pulmones, el tracto gastrointestinal y en
menor proporcidn por la piel y las mucosas.?® La concentracion del tolueno en la
sangre se incrementa durante los primeros 10 a 15 minutos después de la

exposicion, alcanzando rapidamente un nivel constante después de los 25 minutos.3°

El tolueno se distribuye ampliamente en todos los tejidos, aunque tiene una alta
afinidad por los tejidos ricos en lipidos y ampliamente vascularizados como el
cerebro, higado, pulmones y rifion;?®3336 ademas se acumula en el tejido adiposo
cuando se absorbe por la piel o se ingiere, debido a sus propiedades hidrofilicas.3’
En el caso de la mujer embarazada, el tolueno atraviesa faciimente la barrera

placentaria y se distribuye por todos los tejidos maternos y fetales.38

Mas del 80% del tolueno absorbido es metabolizado en el higado, donde es
oxidado a acido benzoico via alcohol bencilico. El 4cido benzoico se conjuga casi en
su totalidad con la glicina para formar acido hipurico, el cual se disocia en aniones de
hipurato y protones.®® Del 0.4 a 1.1 % es hidroxilado y excretado como una mezcla
de orto, para, y meta-cresol, y mas del 75% se elimina dentro de las 12h después de
la exposicion.3” Algunos aniones son excretados en la orina con el amonio. En el
metabolismo participa el citocromo P-450 y varias isoenzimas en las que destaca el
CYP2E1 _31,32,40,41
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2.2.3. Mecanismos de accién del tolueno

Los disolventes de abuso tienen efectos similares a los del alcohol en relacién a su

mecanismo de accidn. 44243

El tolueno tiene efectos a nivel celular, alterando el funcionamiento en los canales
idnicos [sodio (Na*), calcio (Ca?*), potasio (K*)] dependientes de voltaje implicados en
la regulacion de la excitabilidad neuronal;*?4445 inhibe los receptores N-metil-D-
aspartato (NMDAr) en especial los conformados por las subunidades GIuUN2A*445 y
GIuN2B,*8-%0 en el caso de los receptores colinérgicos nicotinicos (nAchR), inhibe
principalmente los constituidos por las subunidades a4p2,°' también se ha observado
que en general hay un incremento o potenciacion de los receptores acido y-
aminobutirico subunidad alfa 1 (GABA-a), dependiendo de la area del sistema

nervioso central (SNC) estudiada.5?-%%

Existe evidencia que indica que los diferentes neurotransmisores se pueden
activar a diferentes dosis y concentraciones de tolueno con diferencias en la
exposicion aguda o cronica.?’% Se han demostrado incrementos de dopamina a
nivel del nlcleo acumbens y area ventral tegmental, substancia nigra,2°.53:57.58
incrementos de serotonina en diferentes regiones cerebrales,>® alteraciones en

glutamato dependiendo si se trata de una exposicién aguda o cronica.6%.6

Ademas, se ha visto que la administracion de tolueno intraperitoneal (300 mg/kg)y
poten en ratones, produce un aumento de glutamato y de taurina extracelular a nivel
de hipocampo;®? aunque a dosis altas de 8000 y 12000 ppm se ha demostrado una
disminucién de glutamato, glutamina y GABA en varias regiones cerebrales,*® por
otra parte, hay evidencia de alteraciones en la transmision sinaptica en la capa

profunda las neuronas piramidales de la corteza prefrontal.'3

El tolueno puede producir cambios metabdlicos y neuroquimicos, en el caso de la
exposicién aguda a este disolvente se ha observado que se produce una disminucion
de la funcion metabdlica en el cerebro de rata, afectando principalmente al

hipocampo, la protuberancia y el talamo, ademas de la corteza prefrontal.?856
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También se han demostrado efectos apoptoticos y alteraciones epigenéticas que
pueden tener algun impacto a largo plazo en la expresion de genes.%3-%5 El tolueno
puede producir un incremento en el estrés oxidativo, que tiene un efecto perjudicial

en una exposicion prolongada.3'4°
2.2.4. Efectos del tolueno

El tolueno produce efectos multisistémicos, principalmente sobre los sistemas
respiratorio, cardiovascular, renal,?%%° sobre el higado,?*’° el sistema endocrino,
aparato reproductivo,”’~"S y sistema nervioso en donde tiene un efecto depresor, pero
a dosis bajas puede producir excitacion paraddjica.”® Existen multiples estudios en
donde se ha demostrado su efecto teratogénico, provocando malformaciones
congeénitas por el consumo de inhalables durante el embarazo (sindrome fetal a
disolventes),”’* alteraciones en el desarrollo postnatal y disminucién de peso

corporal.85-87

La exposicion aguda a tolueno produce euforia, excitacion seguida de depresion e
incoordinacion motora (en ratas se ha observado un efecto bifasico, con un
incremento inicial de la actividad motora y posteriormente una disminucion
progresiva)®-°! mareo, relajacion, crisis convulsivas (aunque también se ha
demostrado un efecto anticonvulsivante),5'.°2 alucinaciones, delirio, pueden aparecer

arritmias cardiacas, hipocalemia, acidosis metabdlica e incluso muerte subita.3293-97

Entre las alteraciones crénicas hay conjuntivitis, inflamacion de las vias
respiratorias, deterioro cognitivo general, alteraciones psiquiatricas, deterioro del
aprendizaje y de la memoria a corto y largo plazo.6".%8 Se ha logrado determinar por
estudios de imagen, atrofia de corteza cerebral y cerebelo, alteraciones en la
comisura anterior y en el cuerpo calloso, leucoencefalopatia, dafo axonal y

desmielinizacion, entre muchas otras alteraciones.3":32:99-102
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2.3. Aprendizaje y memoria

2.3.1. Aprendizaje

Es el fendmeno neurobiolégico por el cual adquirimos conocimientos sobre el
ambiente que nos rodea. Se puede adquirir a través de dos o mas estimulos,
experiencias o eventos.'® El aprendizaje es la base de la memoria, si no hay
aprendizaje no puede haber memoria mas tarde.'®* Para que se este fendbmeno son

esenciales la atencion y la memoria.

La atencion es la capacidad de focalizar nuestra actividad mental en algo concreto
y no distraernos con otros estimulos, esta dirigida a conseguir objetivos especificos,
se le conoce como "la luz de la busqueda".’® La atencion es voluntaria, reflexiva y
controlada, aunque tiene una capacidad limitada para procesar y codificar

informacion. 16

2.3.2. Memoria

La memoria es la capacidad de recuperar y utilizar la informacién adquirida a
través del tiempo.'”” Se considera una funcidn intelectual que tiene relacion
estructural y funcional con el SNC y se caracteriza por la adquisicién, el
almacenamiento y la reposicion de la informacién de las experiencias previas
aprendidas, ingresadas por alguna via sensorial (visual, oido, tacto, etc.).'03.198 | g
memoria implica multiples procesos constructivos complejos que son muy facil de
llevarnos al error; cuando recordamos se agrupan fragmentos de informacion, la cual
esta almacenada bajo la influencia de nuestros conocimientos, actitudes y creencias
actuales.’ J Crystal en el 2015, refiere que la memoria tiene dos funcione

especificas, recordar el pasado y planificar el futuro.®
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2.3.3. Clasificacion de la memoria
Existen multiples clasificaciones con una gran diversidad de tipos de memoria,
pero en términos generales se puede clasificar de acuerdo al tiempo durante el cual

es efectiva en:

2.3.3.1. Memoria a corto plazo (inmediata, sensorial, primaria, operacional, activa
o de trabajo).

Consiste en tener la capacidad para mantener en la mente una experiencia
durante algunos segundos a minutos, es temporal, de capacidad limitada, permite

realizar actividades cognitivas basicas o inmediatas.'¢

La memoria inmediata se refiere a la cantidad limitada de informacién que se

puede retener cuando se presenta el material para aprender.'""

La memoria sensorial se define como el almacenamiento breve de informacion

dentro de una modalidad especifica.'%®

La memoria de trabajo se refiere a la capacidad para mantener las cosas en la
mente el tiempo suficiente como para llevar a cabo acciones secuenciales o tareas
complejas,'06.112-114 o5 fundamental en la vida diaria, juega un rol importante en la
lectura, escritura, aritmética, aprendizaje, lenguaje, imaginacion etc.''® La corteza

prefrontal se ha considerado fundamental en la memoria de trabajo."®

2.3.3.2. Memoria a largo plazo

Este tipo de memoria retiene informaciéon durante un tiempo variable, desde

minutos hasta tiempos ilimitados.

Algunos autores subdividen a esta memoria, en memoria declarativa o explicita y
memoria no declarativa, implicita o procedimental de acuerdo a la naturaleza de lo

que se recuerda: '’
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2.3.3.3. Memoria declarativa (explicita)

Es el tipo de memoria con el que recordamos experiencias previas (objetos,
rostros, nombres, conceptos). El acceso a esta memoria es consciente, y se ha

dividido en memoria semantica y episddica.!":118

Memoria semantica: son recuerdos de hechos o conocimientos generales,’'® en
donde los conocimientos guardados no tienen contexto, por ejemplo el significado de
las palabras; la evaluacion mas comun de la memoria semantica es la fluidez

verbal.'20

Memoria episédica: son recuerdos que se relacionan con experiencias o eventos
(episodios) personales especificos,'%-122 que ocurrieron en un momento determinado
y en algun lugar en el pasado,'®>'** es decir son recuerdos de naturaleza
autobiografica.’?>1%6 Este tipo de memoria consiste en aspectos como el "qué",
"donde" y "cuando" se adquirid la memoria.'?0:121.124.127 | g principales estructuras
relacionadas con la memoria declarativa son el I6bulo temporal medial'?* y la corteza
prefrontal medial,’?" interconectadas a través de un circuito que involucra al
hipocampo y al gyrus parahipocampal que incluye la corteza entorrinal, perirrinal y
parahipocampal,’1®121.124 también hay participacion de la corteza parietal posterior

por su interconexion con el I6bulo temporal medial.’?®
2.3.3.4. Memoria no declarativa (implicita o procedimental)

La memoria no declarativa se adquiere a través de la ejecucion de varias
habilidades cognitivas y motoras, sin conciencia del momento ni del lugar de
adquisicion. Se va construyendo a través de la practica y la repeticion de varios
ensayos, da lugar al aprendizaje de larga duracién. El acceso es inconsciente y las
areas cerebrales relacionadas son el hipocampo, los ganglios basales y el cerebelo,
entre otras. Suele ser una memoria fiel, rigida y duradera, derivada de tipos de
aprendizaje basico y filogenéticamente antiguos, como la habituacién y la
sensibilizacién, el aprendizaje perceptivo y motor o los condicionamientos clasico e

instrumental.'2®
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Se han identificado dos subclases principales de memoria implicita: no asociativa
y asociativa. En el aprendizaje no asociativo el sujeto aprende sobre las propiedades
de un unico estimulo, mientras que en el aprendizaje asociativo el sujeto aprende

sobre la relacion entre dos estimulos o entre un estimulo y una conducta.'?®

Las formas elementales de aprendizaje no asociativo son habituacion y
sensibilizaciéon. La habituacion es la forma mas simple de aprendizaje implicito y se
refiere a la disminucién de la respuesta a un estimulo benigno cuando este estimulo
se presenta repetidas veces.'*° Por el contrario, en la sensibilizacion interviene un
estimulo nocivo, el sujeto suele aprender a responder mas enérgicamente no soélo a
ese estimulo, sino también a otros, incluso los inocuos.'"32 Los reflejos de defensa,

retraccion y escape se exaltan, el mas estudiado es el reflejo de Aplysia.’33

También se han diferenciado dos formas de aprendizaje asociativo, basandose en
los procedimientos experimentales utilizados para establecer el aprendizaje. El
condicionamiento clasico o Pavloviano que implica aprender una relacion entre
dos estimulos, y el condicionamiento operante que supone aprender la relacion entre
la conducta de un organismo y las consecuencias de dicha conducta.'3* El
condicionamiento operante también es conocido como aprendizaje instrumental o
por ensayo Yy error. Se caracteriza porque los organismos emiten espontaneamente,
un numero indeterminado de respuestas que forman parte de su repertorio
conductual (caminar, emitir sonidos, etc.). A estas respuestas se les denomina
operantes. Si alguna de estas respuestas es seguida de algun evento o estimulo
favorable para el organismo, entonces esa conducta tendera a repetirse. Al estimulo

favorable que sigue a la respuesta se le llama reforzador.'®
2.3.3.5. Otros tipos de memoria
2.3.3.5.1. Memoria prospectiva

La memoria prospectiva se basa en nuestras intenciones que tenemos de poder
actuar en el futuro.’®135 A veces las intenciones de actuar son interrumpidas por

otras necesidades inmediatas, es decir son suspendidas temporalmente pero
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almacenadas en la memoria, lo que significa que tenemos que reactivar o recuperar

estos recuerdos en un punto apropiado en el futuro.’®

Existen dos tipos de memoria prospectiva: La memoria prospectiva basada en el
tiempo, la cual implica recordar que se debe tomar alguna accién en un punto
especifico en el futuro, aqui, el gatillo se centra en el paso del tiempo. La memoria
prospectiva basada en eventos, la cual implica recordar realizar una accion cuando
se produce un evento. Aqui, el disparador para recuperar una memoria prospectiva

es la ocurrencia de un evento especifico en el entorno.'"°
2.3.3.5.2. Memoria de reconocimiento.

Es la capacidad de reconocer un estimulo previamente experimentado y se basa
en dos procesos, el primero es un sentido de familiaridad que se experimenta de
inmediato y varia de una leve intuicion a estar plenamente convencido,(por ejemplo
ves a una persona que te parece familiar, estas seguro que la conoces, pero no
recuerdas de donde o cuando la conociste), el segundo proceso, es el recuerdo, que
implica la recuperacion de informacion o asociaciones cualitativas impulsadas por
una senal critica. (es decir de repente con esta persona que no recuerdas, se lleva a
cabo una conversacion casual, te da algunas pistas y de inmediato recuerdas su

nombre y dénde la conociste).'?’
2.3.3.5.3. Memoria falsa

La memoria falsa son recuerdos semanticos o autobiograficos que no ocurrieron.
Se ha asociado con distintas enfermedades neurolégicas (traumatismos
craneoencefalicos, encefalitis, herpes, aneurismas, esclerosis multiple, etc.), aunque
también se presenta en personas sanas. Se expresa a través de confabulaciones,
que son declaraciones falsas sin un esfuerzo consciente por enganar. Los

confabuladores no son conscientes de la falsedad de sus declaraciones.'38
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2.3.4. Estructuras anatomicas implicadas en el proceso de aprendizaje y

memoria.

Existen multiples regiones anatémicas en el SNC implicadas en el proceso de
aprendizaje y memoria. Las areas anatomicas y sus diferentes vias o zonas de
asociacion, van a depender del tipo de memoria de que se trate. En términos
generales estd involucrada la corteza cerebral (I6bulo frontal,’® parietal,’28.140
temporal,'® occipital, corteza limbica, circunvolucién dentada),'® el I6bulo temporal
medial que incluye la regidn parahipocampal (corteza perirrinal, entorrinal y
parahipocampal) y la regiéon del hipocampo (giro dentado, cuerno de Ammon y
subiculum),08.119.137.141 n(jcleos grises centrales o nucleos basales (talamo, amigdala,

cuerpo estriado), cerebelo, cuerpos mamilares.140.142-144
2.3.5. Hormonas que participan en el proceso de aprendizaje y memoria.

Hay evidencia de que multiples hormonas interactuan con el sistema nervioso
central para modular la formacion de la memoria. La glandula suprarrenal juega un
papel importante a través de la médula suprarrenal que produce adrenalina y la
corteza que produce cortisol o corticosterona en los roedores.'® Los efectos de la
adrenalina son mediados por la activacion de los receptores 3 adrenérgicos que se
encuentran localizados en las aferentes vagales que se proyectan sobre el nucleo del
haz solitario en el tallo cerebral, enviando proyecciones noradrenérgicas sobre el
locus coeruleos y de esta manera regulando la consolidacién de la memoria.' Las
emociones activan al locus coeruleos produciendo la liberacion de noradrenalina en
varias regiones corticales y subcorticales que mejoran la plasticidad sinaptica y la
memoria.'*® Los glucocorticoides participan en la modulacion y consolidacion de la
memoria activando los receptores de glucocorticoides de baja afinidad.’*® La
amigdala cerebral juega un papel critico en la consolidacion de la memoria, a trevés

de la influencia del sistema adrenérgico y la liberaciéon de noradrenalina.%

Multiples hormonas participan en la consolidacién de la memoria entre las que

destacan, la hormona liberadora de corticotropina, adrenocorticotropina, vasopresina,
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oxitocina, substancia P, histamina, colecistoquinina,'® y también existe participacion
de progesterona y la prolactina.’#® Las hormonas sexuales esteroideas, en especial
el estradiol son importante en la regulacion morfoldgica del hipocampo, aumentan la
cantidad de NMDAr, participan en la plasticidad sinaptica, potenciacion a largo plazo
(LTP), aprendizaje y memoria en roedores machos y hembras.’” Hay estudios
contradictorios sobre los efectos de la testosterona, pero en general han mostrado

que existe una mejoria en la memoria espacial de trabajo.48
2.3.6. Aspectos moleculares de la memoria

Existen multiples mecanismos moleculares de la memoria, dependiendo de si se
trata de organismos invertebrados o vertebrados, con diferencias de acuerdo al tipo

de memoria de que se trate.

En el caso de los mamiferos, en términos generales, se requiere una conexion
sinaptica, donde tiene que participar una neurona presinaptica y una neurona

postsinaptica, entre ambas existe el espacio o hendidura sinaptica.

Para que se inicie el proceso de memoria, se requiere un estimulo sobre la
neurona presinaptica, es decir un potencial excitador, que provoca la liberacion de
glutamato hacia la hendidura sinaptica, dicho neurotransmisor va a actuar sobre la
membrana de la neurona postsinaptica, en donde se encuentran multiples receptores
ionotropicos glutamatérgicos, principalmente los NMDAr; estos receptores pueden
ser activados por dos mecanismos, ya sea directamente por el glutamato'® o a
través de los receptores AMPA,'%0 los cuales permiten que se abra su propio canal,
dando paso a Na* y K*, que a su vez provocan la despolarizacién de la membrana
post sinaptica, permitiendo que se mueva el magnesio (Mg**), que se encuentra
bloqueando el canal de los NMDAr, dando paso a al flujo de Ca?* del exterior hacia el
interior de la célula,''-'52 el Ca?* se une a la calmodulina y a la proteina cinasa (PK)
dependiente de calmodulina y a la PK (A y C) que a su vez activan a la proteina
cinasa activada por mitégenos (MAPK) la cual se transporta al nucleo y activa a la

proteina de union al elemento de respuesta de AMPc (CREB), dando como resultado
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la expresion de varios genes, como pueden ser el activador del plasmindgeno tisular
(tPA) y el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF),entre muchos otros.
Finalmente se van formar nuevas proteinas y van a producir cambios

conformacionales en la neurona, asi como la formacién de nuevas sinapsis.'®?
2.3.7. Neurotransmisores que participan en aprendizaje y memoria

Varios sistemas de neurotransmision son importantes en el proceso de
aprendizaje y memoria. El glutamato que es el neurotransmisor excitatorio mas
importante del SNC,'® es el principal modulador de neuroplasticidad, y participa en
la transmisién sinaptica, potenciacidn a largo plazo, depresion a largo plazo,
maduracién neuronal y en la sinaptogénesis.’®® Otros neurotransmisores que
participan en estos procesos son GABA, dopamina, serotonina,'® y también se han

reportado la participacion de substancia P, acetilcolina, y noradrenalina.>’
2.3.8. Receptores que participan en la memoria
2.3.8.1. Receptor NMDA (Acido N-metil-D-aspartico)

Existen dos grandes grupos de receptores de glutamato: los receptores

metabotrdpicos y los ionotrépicos.

Los receptores de glutamatoérgicos ionotrépicos son canales i6nicos activados por
ligando divididos con respecto a sus propiedades farmacolédgicas en las siguientes
sub-grupos de receptores: GIuA (AMPA, 2-amino-3-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-acido
propanoico), Gluk (Kainato), GIuN (NMDA, acido N-metil-D-aspartico), y GluD (8), en

donde en todos los casos el glutamato es el neurotransmisor.'%8-161

Los receptores NMDA son tetrameros heterbmeros con tres unidades principales y
sus respectivas subunidades: GIuN1 (NR1) con 8 diferentes isoformas o variantes de
empalme (1a-4a y 1b-4b),162163 GLUN2 (NR2) con las subunidades A,B,C,D y GIuN3
(NR3) con las subunidades A,B.'®* Cada subunidad contiene su dominio amino-
terminal extracelular (ATD), un dominio de unién extracelular (LBD), tres dominios
transmembranales (TMD) M1, M3, M4 y un dominio intracelular carboxilo-terminal
(CTD). 162,165,166
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La estructura habitual del receptor es una proteina integrada a la membrana
compuesta de cuatro subunidades: dos GIuN1 unidas a dos GIuUN2 o una
combinacion de GIuN2 y GIuN3, las subunidades integradas forman un canal
catiénico que es diez veces mas permeable al Ca?* que al Na* y K*,'5" ademas el
Mg?* extracelular bloquea el canal y juega un papel fundamental en la activacién y
adecuado funcionamiento de los NMDAr,'67.168 ge requiere de dos moléculas de
glutamato y dos moléculas de sus co-agonistas ya sea glicina o D-serina para la
activacion de los NMDAr."®® Los NMDAr estan localizados en la regién pre y post
sinaptica, en la membrana plasmatica, aunque también se han encontrado de
manera extra sinaptica en la membrana de la neurona, espinas, eje de las dendritas,

axones o glia."70.171

Los receptores GIUN2A y GIuN2B estan presentes predominantemente en la
corteza cerebral, la amigdala cerebral y el hipocampo;'®4172 |a LTP depende
principalmente de los receptores en los que predominan las subunidades GIuN2A y
la depresion a largo plazo (LTD) depende de los receptores donde predominan los
GIluN2B.173-176

Los NMDAr participan principalmente en el desarrollo, sobrevida y apoptosis
neuronal, sinapsis, plasticidad sinaptica, metaplasticidad, potenciacion a largo plazo

y depresion a largo plazo, asi como en el aprendizaje y en la memoria.151.154,177-181
2.3.8.2 Receptor AMPA (2-amino-3-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-acido propanoico)
Los receptores AMPA pertenecen a la familia de receptores de glutamato, son

ionotrépicos, son tetrameros que se pueden presentar como homoémeros o

heterbmeros con cuatro subunidades principales GluA1-4 (GluR1-4), donde cada

subunidad contiene los mismos dominios que los NMDAr.182-184

El AMPAr es una proteina integrada a la membrana compuesta de cuatro
subunidades, que forman un canal catidnico que es permeable al Na* y K*, y en

menor proporcion al Ca?*.18
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El AMPAr participan principalmente en sinapsis, plasticidad sinaptica,
metaplasticidad, potenciacion a largo plazo y depresion a largo plazo, asi como en el

aprendizaje y en la memoria.'86.187
2.3.8.3. Receptores nicotinicos

Los receptores colinérgicos se dividen en dos grandes grupos, de acuerdo a la
actividad de su alcaloide agonista natural en: muscarinicos metabotrépicos (mAchR)
y nicotinicos ionotropicos (nAchR), ambos activados por la acetilcolina (Ach).'® Los
receptores nAchR pertenecen a una gran familia de receptores de canales idnicos,

con dos localizaciones principales: en musculo y en sistema nervioso.'®

Existen 17 subunidades de receptores nicotinicos, a1-a10, B1-B4, o, v, ¢, la
subunidad a8 no se encuentra en humanos.'8%1%0 | os nAchR neuronales pueden ser
homopentameros o heteropentameros, son selectivos para Na* y K* y tienen una
permeabilidad relativa de Ca?*,'®" contienen las subunidades (02-a7, p2-p4),188192,193
organizadas alrededor de un poro central, contienen un dominio N-terminal
extracelular que posee el sitio de wunidn del agonista, cuatro dominios

transmembranales (M1-M4) y un dominio intracelular (M3-M4).194.195

Los nAchR neuronales son abundantes en zonas presinapticas y postsinapticas,
se encuentran localizados principalmente en la corteza cerebral, el hipocampo, el
hipotalamo, el talamo, los nucleos basales, el area ventral tegmental, la substancia
negra y el cerebelo;'®1%7 Jas subunidades de los nAchR forman multiples
combinaciones, entre las que destaca la 0432 (se encuentra en el 90% en el SNC) y
a7 (alta permeabilidad al Ca?*) 198200 ambas tienen elevada afinidad a la nicotina;2°"

y la B4 que es mas abundante en el sistema nervioso periférico (SNP).1%7

A nivel del hipocampo y de la corteza cerebral se han encontrado por lo menos
nueve subunidades de los nAchR, los subtipos mas abundantes y mas importantes
son el a7 y la combinacién a4p2,2°2203 que se han asociado con la formacion de la
memoria, plasticidad sinaptica, y en la potenciacion a largo plazo, aunque aun se

desconoce con certeza el papel que desempefian las diferentes subunidades.2%4205
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Las principales funciones de los nAchR, en conjunto con su neurotransmisor la
acetilcolina, participan en la regulacién y liberacién de neurotransmisores (glutamato,
dopamina, noradrenalina, serotonina, GABA,),?°62% en el proceso de sinapsis,
neuroproteccion, plasticidad sinaptica, potenciacion a largo plazo, atencion,
aprendizaje, memoria (adquisicion y consolidaciéon) ademas de suefio, excitacion,

ansiedad y dolor.209-212
2.3.8.4. Receptores metabotrépicos de glutamato

Los receptores metabotrépicos de glutamato (mGlucRs), forman parte de una gran
familia de receptores acoplados a proteina G, que se componen de 872 a 912
aminoacidos.?'® Estan constituidos por siete segmentos hidrofobicos separados por
tres segmentos extracelulares y tres intracelulares, contiene un dominio extracelular

amino terminal y un dominio intracelular carboxi terminal que se acopla a la proteina
G_214,215

Estos receptores pueden ser homodimeros (mGludr) o con menos frecuencia
heterodimeros (mGlu2/4r). Se dividen en tres grupos de acuerdo a su estructura
molecular, a la homologia de su secuencia, a sus propiedades de transduccion de

sefiales y a sus caracteristicas farmacolégicas:?6-1

Grupo | (mGlu1r y mGlubr), el grupo Il (mGlu2r y mGlu3r) y el Grupo Il (mGlu4r,

mGlu6r, mGlu7r, mGlu8r) los tres grupos con multiples variantes de ensamble.2'8-220

Se encuentran localizados en multiples regiones del encéfalo, predominando en la

corteza cerebral, el hipocampo, el cerebelo y los nicleos basales?'422"

Cada grupo de receptores tiene funciones especificas, pero en general participan
modulando la actividad de los receptores de canales ionicos activados por ligando
incluidos los NMDAr, en el desarrollo neuronal, plasticidad sinaptica, LTP, LTD,

aprendizaje y memoria.213217.218.222
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2.3.8.5. Receptores a dopamina

Los receptores dopaminérgicos pertenecen a la familia de receptores acoplados a
proteinas G. Se han dividido en dos familias de acuerdo a sus caracteristicas
moleculares, en D1 ( D1y D5) y D2 (D2, D3, D4),223-225 se encuentran distribuidos en
multiples regiones en el SNC entre las que destacan los nucleos basales, el nucleo

acumbens, la sustancia negra, la corteza cerebral, el cerebelo y el hipocampo.226:227

Los receptores dopaminérgicos estan constituidos por 7 dominios
transmembranales de 20 a 25 residuos hidrofébicos cada uno, estan conectados por
3 asas intracelulares y 3 extracelulares, contienen un dominio extracelular amino
terminal y un dominio intracelular carboxi terminal que interacciona con la proteina
G_228

Cada tipo de receptor dopaminérgico tiene funciones especificas, pero en general
participan en locomocioén, motivacion, ritmo circadiano, plasticidad sinaptica,

atencidn, aprendizaje y memoria.??°

2.3.8.6. Receptores de nociceptina

Son receptores acoplados a proteina G, y son miembros de la familia de los
opioides, su agonista enddégeno es el neuropeptido nociceptina/orfanina. Estos
receptores se encuentran en el sistema nervioso central y érganos periféricos y
participan en multiples funciones entre las que destacan stress, depresién, respuesta
cardiovascular, efectos de drogas de abuso y ansiedad. Recientemente se ha
estudiado su funcion en el aprendizaje y en la memoria en donde participa en la

plasticidad sinaptica y la consolidacion de la memoria.™’

2.3.8.7. Receptores sigma-1

Los receptores sigma-1 se encuentran ampliamente distribuidos en el sistema

nervioso central, participan en la regulacion y modulacion de canales idnicos
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regulados por ligando, entre los que se encuentran: Na*, K*, Ca?*, CI", NMDAr y
receptores a inositol trifosfato (IP3).2%° Los receptores sigma-1 participan en varios
procesos fisioldgicos, tales como la liberacibn de neurotransmisores, plasticidad

sinaptica, neuroproteccién, aprendizaje y memoria.230-231

2.3.9. Cambios epigenéticos en la formacién de la memoria.

El cerebro humano tiene alrededor de 100 billones de neuronas que estan
interconectadas a través de sinapsis, y se cree que proporcionan la base para la

codificacion, consolidacion y recuperacion de la memoria.?3?

El concepto de epigenética en las neurociencias, se refiere a todos los procesos
que implican modificaciones en las histonas, acido desoxi-ribonucleico (DNA) y acido

ribonucleico (RNA).232
Las principales modificaciones en la formacion de la memoria son:

Cambios en la acetilacion, metilacion y fosforilacion de las histonas, en donde las
enzimas que regulan estos cambios son esenciales en la funciéon de la memoria, en
especial la familia de las histona-diacetilasas (HDACs), las histona-acetiltransferasas

(HATSs), histona-metiltransferasas (HMTs) e histona-dimetilasas (HDM).232-234

Cambios en la metilacion del DNA, que son mediados por la accion de la DNA-
metiltransferasa (DNMTs) y recientemente se demostré que puede existir
dehidrometilacion del DNA mediada por proteinas de traslocacion (TET).2%2233 Los
recientes estudios sobre el RNA no codificante en especial sobre los microRNA, han
demostrado que inducen la degradacidn o inhibicion de la traduccion de proteinas,
los cuales participan en la expresidn génica de la memoria y en la plasticidad

cerebral.?32
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2.3.10. Factores de transcripcion que participan en la formacién de la

memoriay plasticidad sinaptica.

La transcripcion es el primer paso regulador en la expresion génica. Esta mediada
por la accion concertada de una multitud de factores de transcripcion basales y
regulados, que en un momento dado, se unen para mediar la transcripcién de genes

especificos.0”

Se han reportado en el genoma alrededor de tres mil factores de transcripcion, los
que destacan en la memoria son los siguientes: CREB (cCAMP response element
binding protein), C/EBP (CCAAT enhancer binding protein), AP-1 (Activating protein-
1), Egr (early growth response factor) Rel/NF-KB (real/nuclear factor KB).107.118.235
Entre los de mayor importancia se encuentra el CREB, que es un factor que
interviene en muchas funciones importantes en el sistema nervioso, entre las que
destacan las siguientes: regulador de Ila sobrevida celular, neurogénesis,
neuroproteccion, regeneracion axonal, ritmo circadiano, adiccion, plasticidad

sinaptica, formacion del aprendizaje y memoria.94.233.235
2.3.11. Consolidaciéon de la memoria

La adquisicion de la informacion puede ser adquirida de dos maneras, de forma
accidental o incidental e intencional. La forma accidental consiste en un aprendizaje
no planificado o indirecto que se produce durante la adquisicién de la informacion,
mientras que la intencional es un aprendizaje directo que esta motivado o dirigido a

algo particular.?3¢

La informacion recién aprendida por un tiempo limitado es labil, sin embargo con el
tiempo la informacion se vuelve estable y se consolida,’®”234 por lo que requiere una
cascada de eventos moleculares y celulares que alteren la eficacia sinaptica; es
decir, se requieren modificaciones en la transcripcion y traduccién de genes,''823% y
modificaciones de proteinas en las neuronas a través de regiones cerebrales
especificas con el fin de almacenar adecuadamente los recuerdos después de su

adquisicion.?3* Existen dos fases en la consolidacion de la memoria: la fase temprana
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y la fase tardia.?®? El sistema de consolidacion puede durar horas, dias, semanas e
incluso afos, dependiendo de la tarea aprendida.?®” El proceso de la consolidacion
se puede interrumpir por multiples causas, como la llegada de nueva informacion,
inhibicion de factores de transcripcidn, cualquier bloqueo de la via metabdlica o

enfermedades del sistema nervioso.”

El sistema de consolidacion implica la interaccion entre el hipocampo y las areas
neocorticales,1%238 principalmente la corteza prefrontal media, la orbitofrontal, el
l6bulo temporal medial y la corteza anterior del cingulo.'®'4" Ademas todas las
conexiones de la amigdala con diferentes estructuras cerebrales son fundamentales
para la consolidacion de la memoria.'*® Durante la consolidacion, la memoria
depende cada vez menos del hipocampo, debido a que la memoria se va
almacenando en las redes corticales, permitiendo que el hipocampo almacene nueva

informacion.#!

Se ha demostrado que el suefo promueve el proceso de consolidacion en la
memoria declarativa, ya que existe un incremento en la fuerza sinaptica en muchos

circuitos cerebrales.?18.119.237
2.3.12. Reconsolidacion de la memoria

La reconsolidacion es el proceso por el cual los recuerdos se desestabilizan al
recuperarse subsecuentemente y se reestabilizan para que persistan en el
cerebro.118.239.240 Hay numerosos estudios que han demostrado que al recordar o
recuperar la memoria, una memoria que ya estaba consolidada, entra en un periodo
transitorio labil que requiere un proceso denominado reconsolidacion para restaurar
la memoria previamente formada.97:234241 | a fase de reconsolidacion de la memoria
es unica, ya que proporciona una oportunidad para borrar o modificar la memoria
existente.?3* Mdltiples cambios epigenéticos son necesarios para reconsolidacion de

la memoria, principalmente modificaciones a nivel del DNA y de las histonas.?32:234
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Algunos recuerdos se reconsolidan simultaneamente en multiples regiones del
cerebro, principalmente en la amigdala, el hipocampo y la corteza del cingulo

anterior.139.234
2.3.13. Plasticidad cerebral

La plasticidad cerebral se produce cuando las neuronas sufren cambios
morfoldgicos y fisiologicos, debido al aprendizaje, reflejandose estos cambios en la

fisiologia global del cerebro.

Metaplasticidad es cuando algunos patrones de estimulacién no tienen efecto
directo sobre la fuerza sinaptica, sino unicamente modulan los cambios posteriores

de plasticidad.'3

Plasticidad sinaptica, son los cambios en la eficiencia sinaptica, ya sea

depresion a largo plazo o potenciacion a largo plazo, producidos por ciertos patrones

de actividad sinaptica, este proceso requiere de sintesis de proteinas y cambios
estructurales en las conexiones sinapticas.?3>242 En la plasticidad sinaptica a largo
plazo existen cambios permanentes en la fuerza de las conexiones sinapticas, que

representan cambios celulares en el aprendizaje y la formacion de la memoria.'®”

La plasticidad duradera se acompafa de cambios funcionales y estructurales en
sinapsis especificas; L-LTD (LTD-tardia) se acompafia de silenciamiento y o
eliminacién de sitios sinapticos, mientras que L-LTP (LTP- tardia) se acompana del

fortalecimiento y o formacion de nuevos sitios sinapticos.?4?
2.3.14. La potenciacion a largo plazo

La potenciacion a largo plazo es un incremento persistente de la eficacia de la
transmision sinaptica, tras estimular la via aferente con pulsos de corriente eléctrica
de alta frecuencia, es especifica de las sinapsis activadas.3'.242243 Se le conocen
dos fases E-LTP (LTP-temprana) de menos de 4h, en donde se llevan a cabo las
modificaciones de las proteinas existentes en la sinapsis.?** Y la fase L-LTP, de mas

de 4 h, en donde hay sintesis de nuevas proteinas y sintesis de RNA.18 232
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La L-LTP se asocia a cambios estructurales en la sinapsis, hay nuevas espinas

dendriticas en diferentes etapas de desarrollo y hay aumento de NMDAr.?45

La estimulacion sinaptica provoca un aumento en la sintesis de proteinas locales,
existe un aumento en el porcentaje de espinas dendriticas que contienen poli
ribosomas, después de la induccion con LTP, ademas el RNA sintetizado de novo se

puede dirigir a las sinapsis activas.?4?
2.3.15. La depresion alargo plazo

Es la depresiéon sinaptica es una disminucion persistente de la eficacia de la
transmision sinaptica y es analoga a la LTP."' Ambas dependen de la activacion de
los NMDAr para su induccion, tienen un curso temporal similar y requieren de

sintesis de proteinas para estabilizarse a largo plazo.?*°
2.4. Disolventes de abuso y memoria

Los inhalables en general y en particular el tolueno, producen un deterioro
cognitivo, donde hay deterioro del aprendizaje y en la memoria a corto y largo plazo.
Hay evidencia de atrofia de corteza cerebral y de cerebelo, leucoencefalopatia, dafio
axonal y desmielinizacion, ademas también se han observado alteraciones en las

dendritas de neuronas piramidales de la corteza entorrinal 246

El tolueno como prototipo de los inhalables, tienen efecto directo sobre los
receptores NMDA produciendo una inhibicibn a concentraciones de 9 mM en los
NR1/2A y NR1/2C y a 1mM en los receptores NR1/2B, en los estudios realizados en
ovocitos de rana Xenopus laevis;**’ ademas el tolueno demostré ser mas sensible
que el etanol, ya que presento inhibicion de los receptores con concentraciones 100
veces menor.?*” Los mismos resultados se obtuvieron cuando se realizé el estudio
con benceno, xileno, etilbenceno y propilbenceno, en el mismo modelo experimental,

observandose una inhibicion rapida, dependiente de la dosis y reversible.?*8

Hay evidencia de disfuncién sinaptica de los NMDAr en el hipocampo, cuando se

administra tolueno en fases tempranas del desarrollo del SNC.?*® Ademas cuando se
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administra tolueno a ratas embarazadas, se ha demostrado que se producen

alteraciones en el desarrollo del SNC, con alteraciones motoras en las crias.2%0

Miyagawa y col.,en 1995, encontraron que al administrar 600 ppm de tolueno cada
24 h por 50 dias a ratas macho a partir del dia postnatal (PN) 23, no se produjeron
cambios significativos en la memoria de trabajo en el prueba del laberinto del brazo

radial.2°?

Hass y col., en 1999, expusieron a ratas hembras a tolueno a 1200 ppm, 6 horas
por dia, del dia prenatal 7 hasta el postnatal 18, es decir, un total de 35 dias,
demostrando en las crias un incremento en actividad motora, pero sin cambios en la

memoria-aprendizaje en el laberinto de Morris.?%?

Von Euler y col., en 2000, hicieron un estudio con ratas macho Sprague-Dawley
PN 50, las que expusieron a tolueno inhalado 80 ppm, 5 dias por semana, por 4
semanas, posteriormente las sometieron a las pruebas de memoria-aprendizaje en el
laberinto de Morris, sin encontrar diferencias significativas en la latencia de escape.
Sin embargo, durante la prueba de retencién realizada una semana después del
aprendizaje, las ratas expuestas a tolueno mostraron un tiempo mas largo en el
cuadrante correcto, o que supone una mejoria en su memoria espacial, aunque no

esta claro el mecanismo .253

Chen y col, en 2004, demostraron alteraciones en la sinaptogénesis,
administrando a ratas, tolueno intraperitoneal 1000mg/kg/dia, (PN 4 al 9); ademas
encontraron alteraciones en los NMDAr (PN 30) con incrementos en los NR2A a nivel
de hipocampo y de cerebelo.?>* Por su parte Lee y col., en 2005, administraron a
ratas Sprague Dawley (PN 4 al 9) tolueno (500 mg/kg, ip), encontrando también un
aumento significativo en la expresion de los NR2A a nivel de hipocampo y de
cerebelo en el dia PN 30.2%. Win-Shwe y col., en 2007, en un estudio llevado a cabo
en ratones también encontraron incrementos significativos en la expresion de RNAm

del NR2A en hipocampo y sin cambios significativos en NR2B.2%¢
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Chen y col., en 2005, utilizaron ratas Sprague-Dawley (PN 4 a 7) administraron
tolueno intraperitoneal a dosis de 200, 500 , 1000 mg/kg, al PN 8 se aspiraron células
del cerebelo, para realizar cultivos de neuronas granulares, encontrando reduccion
intracelular de sefiales de Ca* en respuesta a glutamato/glicina y NMDA/glicina,
ademas de disminucién de la subunidad NR2B in vitro al 50 dia, pero sin cambios al
dia 14. Estos cambios fisicos y funcionales del NMDAr pueden contribuir a la

disfuncion cerebelar.25”

Win Shwe y col., en 2010, administraron tolueno a ratones (C3H/HeN) del dia
postnatal 8 al 12 a concentraciones de 5y 50 ppm durante 6 h, por 5 dias, por via de
la inhalacion, en dicho estudio observaron incrementos significativos de la expresion
de RNAm de las subunidades NR1, NR2A y NR2B a nivel del hipocampo. Ellos
sugieren que el tolueno puede incrementar la liberacion del glutamato en la region
sinaptica y activar a los NMDAr en las neuronas post sinapticas, como un mecanismo
compensador y de esta manera incrementar la expresion de los RNAm; también
sugieren que el tolueno produce apoptosis en el hipocampo y que se puede

compensar incrementando los NMDAr.258

Heung Seo y col., en el 2010, demostraron que hay reduccion en la neurogénesis
del hipocampo en ratones macho adultos C57B2/6 (8 a 9 semanas) , posterior a la
administracion de tolueno de manera aguda (500mg/kg, i.p.) ademas, se realizd la
prueba del reconocimiento del objeto novedoso a las 24 h y 4 dias después de la
administracion del tolueno, encontrando una disminucién significativa de la memoria

en los ratones tratados con tolueno en relaciéon con el grupo control.?%°

Zhvania y col., en 2012, demostraron que hay perdida de neuronas piramidales a
nivel de CA1 y CA3 del hipocampo de ratas Wistar adolescentes y adultas, expuesta
a tolueno (2000 ppm) durante un mes.?%° Por su parte Kyuhong Lee y col., en 2015,
administraron tolueno 7000 ppm a ratas Sprague-Dawley, durante 4 horas por via
inhalatoria, encontrando una disminucion significativa en la neurogénesis

hipocampal.?%’
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Beasley y col., en 2012,administraron tolueno a concentraciones de 0, 10, 100,
1000 ppm durante un mes (6h por dia por 5 dias a la semana) a ratas macho Long
Evans, iniciando el dia PN 67, y no encontraron cambios significativos en relacién a

motilidad, ansiedad, y prueba de autoaprendizaje en caja de Skinner.252

Shwey y Fujimaki en 2012, realizaron un estudio de retencion de memoria no
espacial en ratones hembras C3H/HeN, (7 semanas de edad) administraron tolueno
de manera aguda (300 mg/kg i.p.), una hora antes de la fase de retencién (cuando se
coloca el objeto familiar y el objeto novedoso) en la prueba de reconocimiento de
objetos, y después a través de RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa) analizaron la expresion de RNAm de NR1, NR2A, NR2B de los
NMDAr en hipocampo, demostrando una disminucion significativa en NR1 y NR2B,

ademas de disminucion en la retencion de la memoria no espacial.?%3

Huerta-Rivas y col., en el 2012, estudiaron la memoria declarativa a corto plazo,
con la prueba del objeto novedoso en ratas Wistar adolescentes (PN 35) y jovenes
(PN 56) exponiendo a los animales a diferentes concentraciones de tolueno (1000,
2000, 4000, 6000) de manera aguda (en una sola ocasién por 30 min), realizando la
prueba 30 min después de la exposicidn, y encontrando una disminucién significativa
de la memoria en relacion al grupo control con todas las dosis de tolueno, aunque
llama la atencion que el indice de reconocimiento en todos los grupos se encontrd
por arriba del 50%. Por otro lado para la exposicidn cronica, las ratas se expusieron a
tolueno 6000 ppm, durante 12 dias por 30 min por dia (ratas adolescentes de PN 25
al 35 y las ratas jovenes del PN 43 al 56), realizando la prueba a las 24 h,
encontrando diferencia significativa en el indice de reconocimiento en relacién a su
control. En este estudio también se presentaron alteraciones epigenéticas en la

acetilacion de las histonas (H3y H4).264

Dick y col., en 2014, expusieron a ratas Wistar adolescentes (PN 27) a tolueno
10000 ppm por una hora, cada tercer dia durante un mes, encontrado que no hay
diferencias significativas en relacién al aprendizaje motor en el rotarod, ni en el

aprendizaje espacial en el laberinto de Morris; sin embargo, si encontraron un retraso
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en la adquisicion del aprendizaje instrumental (caja de Skinner usando sacarosa al
5%).26°

Callan y col., en 2015 expusieron a tolueno a ratas embarazadas (G8 a G20) a
concentraciones de 8000 y 12000 ppm por 15 minutos, dos veces por dia, evaluando
la memoria espacial en el laberinto de Morris en las crias. En este estudio
concluyeron que no hubo afectaciéon en la capacidad de aprendizaje, pero si se
presentaron alteraciones leves en la memoria espacial a largo plazo con la

concentracion de 12000 ppm de tolueno.256

Furlong y col., en 2016, realizaron un estudio con ratas macho Wistar (PN 27),
exponiendo a los animales a tolueno 10000 ppm, 1h diaria, 3 dias a la semana,
durante 4 semanas; 8 dias después se realizaron pruebas de auto aprendizaje
Pavloviano en caja de skinner con estimulo auditivo, sin encontrar diferencias
significativas en el aprendizaje inicial en relacion con el grupo control; no obstante 10
semanas después de la exposicion a tolueno hubo un incremento en la expresion de
las subunidades GIuN2A y GIuN2B del NMDAr a nivel del hipocampo.?%”

Montes y col.,, en 2017, estudiaron la memoria episédica en ratones Swiss
Webster (PN 35-40), exponiéndolos a tolueno (1000, 2000, 4000, 6000 ppm) durante
30 min en una sola dosis y posteriormente realizando la prueba de reconocimiento
del objeto novedoso, demostrando alteraciones en la memoria a partir de 2000 ppm.
En este mismo estudio se expusieron los animales a tolueno de manera crénica a
2000 y 4000 ppm durante 30 min por 5 dias por semana por 4 semanas, realizando
la misma prueba de memoria cada semana, y demostrando alteraciones

significativas en la memoria en comparacion con el grupo control.?68
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3. Justificacion

A pesar de que existen diversos reportes epidemioldgicos indicando que los
trabajadores expuestos a disolventes de abuso por periodos prolongados, muestran
deficiencias en el aprendizaje y en la memoria y que el consumo de inhalables es un
problema importante de salud publica en México, este grupo de drogas de abuso es

el menos estudiado.

Se sugiere que que hay multiples mecanismos por los que el tolueno puede danar
la memoria, entre los mas importantes se encuentran las alteraciones a nivel de
receptores neuronales, principalmente los NMDAr, en donde esta descrito que actua
como un antagonista no competitivo.®* Por lo tanto, es posible que la exposicion
repetida a altas concentraciones de tolueno en ratas tenga repercusiones sobre sus

habilidades cognitivas en procesos de aprendizaje y memoria.

Hay evidencia proveniente de estudios realizados en ratas de que el tolueno
destruye células piramidales del hipocampo y produce alteraciones en los circuitos
neuronales de la memoria y aprendizaje,?®®' asi como también que altera el
funcionamiento de multiples receptores neuronales que se encuentran en gran

cantidad en el hipocampo, que estan relacionados con la memoria.?%”

Sin embargo, a la fecha aun hay pocos estudios en relacion a la administraciéon
cronica de tolueno y sus efectos sobre el aprendizaje y memoria, ademas hay
controversia en cuanto a las dosis, la duracion de la exposicion y el tipo de memoria

que pueden afectar los disolventes de abuso.
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4. Hipotesis

La exposicion crénica a tolueno provoca una alteracién en los procesos cognitivos
de memoria.

5. Objetivo general

Investigar si la exposicion crénica a tolueno altera las capacidades cognitivas de
memoria en las ratas.

5.1. Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto de la exposicion crénica al tolueno sobre la memoria a largo
plazo de tipo no declarativa, a través del condicionamiento clasico e instrumental,

utilizando la prueba de auto aprendizaje, en la caja condicionante de Skinner.

2. Estudiar el efecto de la exposicién cronica al tolueno sobre la memoria
declarativa de tipo episddica en roedores, usando el modelo de reconocimiento del
objeto novedoso.
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6. Metodologia
6.1. Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, las cuales se dividieron en tres
grupos: ratas de 7-8 meses, de 5-6 meses y de 4 meses, las que se mantuvieron
bajo ciclo invertido de luz-oscuridad de 12:12 h, (luz de 21h a 09h) con libre acceso a
comida y a agua. Todos los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo
las regulaciones establecidas en la Norma Oficial Mexicana, Especificaciones
técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio "NOM-062-
Z00-1999".269

6.2. Disefio experimental
El estudio se desarroll6 en cinco etapas:

Los tres grupos de ratas estuvieron compuestos a su vez por dos subgrupos cada
uno: el subgrupo de ratas expuestas a tolueno (4000 ppm) y el subgrupo control

expuestas aire.

Primera etapa: se realizaron dos pruebas de actividad locomotora: una en campo

abierto y la segunda prueba dentro de la caja del objeto novedoso.

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

condicionante (caja de Skinner).
Tercera etapa: se realizaron las pruebas de reconocimiento del objeto novedoso.

Cuarta etapa: para estudiar el efecto de los disolventes sobre la consolidacion de
la memoria, posterior a la prueba de memoria (24 h después), los animales se
colocaron en la camara de exposicion estatica durante 30 min, 2 veces al dia, (con

una diferencia de 6 h) durante las siguientes 4 semanas.

Quinta etapa: Al finalizar la etapa de exposiciéon a tolueno (a las 24 hrs), los
animales se volvieron a evaluar en las pruebas de actividad locomotora, en la de

auto aprendizaje en la caja de Skinner y en la prueba del objeto novedoso.
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6.3. Farmacos

En este proyecto se empled el tolueno (J.T. Baker) como disolvente de abuso
representativo. Los animales se expusieron a tolueno en una camara de exposicion
estatica, de manera crénica®? a una concentracion de 4000 ppm, dos veces por dia,
(con una diferencia de 6 h entre cada exposicion) durante 4 semanas, el grupo
control se expuso a aire en las mismas condiciones. La concentracion de tolueno se
eligié porque simula la exposicidén en una situacion de abuso a tolueno, ademas se
ha visto que produce claros efectos conductuales en los animales pero con una

recuperacion total posterior.'®
6.4. Prueba de actividad motora espontanea.

Se realizaron dos pruebas de actividad motora: una prueba en campo abierto en
una superficie de 1 x 1m y la otra prueba se realizé dentro de la caja del objeto
novedoso en una superficie de 40 x 40 cm. Se coloc6 a cada roedor durante 3 min
para la habituacién y 5 min para la realizacion de la prueba; dichas pruebas se
grabaron para su evaluacion. Se valoro la actividad vertical del animal, cuantificando
el numero de veces que el animal se levantd en sus dos patas, durante 5 min de
prueba.?’® Ambas pruebas de motilidad se realizaron antes de la exposicion del

disolvente y después de un mes de exposicion.
6.5. Exposicion a tolueno

Se utilizé una camara de exposicion estatica de cristal de forma cilindrica con un
volumen de 29 I. Esta camara consiste de una jarra cromatografica con una tapa de
acrilico. La tapa tiene puertos de inyeccion para administrar el disolvente y se
encuentra unida en su parte interna al motor de un ventilador cuyas aspas proyectan
hacia el interior de la camara. Bajo los puertos de inyeccion se encuentra una malla
metalica en donde se coloca un papel filtro, para que al administrar el disolvente éste
no caiga directamente sobre el animal.?®* Para la exposicion, cada rata se colocé de
manera individual en el fondo de la camara, se cerro la tapa, se inyecté una cantidad

predeterminada de tolueno sobre el papel filtro y el ventilador se encendié a fin de
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permitir la inmediata evaporacion y distribucion homogénea del disolvente. Las
concentraciones de vapor deseadas se alcanzaron en un tiempo menor a 1 min y
permanecieron constantes durante el tiempo de exposicién (30 min). La camara de
exposicion se encuentra por debajo de una campana de extraccion de vapor, pare

evitar la acumulacion de vapores en el laboratorio.

Figura 1. Camara de exposicion a disolventes

6.6. Prueba de auto-aprendizaje

La prueba de auto aprendizaje combina los condicionamientos clasico e
instrumental y requiere la integracion de varias estructuras cerebrales (corteza pre
frontal, hipocampo y cuerpo estriado) que intervienen en la formacion de la memoria

largo plazo.'%®

En este protocolo se utilizé la caja condicionante de Skinner (Med Associates, St
Albans, VT), la cual es una caja con dimensiones de 30 x 25 x 25 cm, la pared
anterior y posterior de la camara son de aluminio y las paredes laterales de acrilico,
hay una bandeja de comida (5 x 4cm) empotrada en la parte central de la pared
anterior a 2 cm por encima del piso y a 5 cm a la izquierda se encuentra una palanca
(a 4 cm por encima del piso) y una luz (blanca 28 V) a 6 cm por encima de la
palanca. La caja condicionante se coloca dentro de otra caja externa que sirve para
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atenuar los sonidos. Todas las respuestas fueron registradas a través de una
interfase de computadora, usando el software Med -IV.271272

A) B)

.

Figura 2. Caja de condicionamiento operante de Skinner. (A, B)

—————

Figura 3. Caja externa de atenuacion de sonido

Abraham Jacobo Jacobo 35



"Efecto de la exposicion a tolueno sobre la memoria a largo plazo en ratas” 2017

Figura 4. Interfase y sistema de computacion con software Med-1V

La prueba consiste en colocar un animal hambriento (al que se le retiré la comida
24 h antes) en la camara condicionante (caja de Skinner) para encontrar trozos de
comida en el contenedor. Se dio una secuencia Pavloviana (estimulo-estimulo [S-S])
de luz y palanca (estimulo condicionado [CS]) seguida de comida o pellet (estimulo
no condicionado [US]).23274 Después de un numero de secuencias, el animal
experimenta los estimulos condicionados y presenta la respuesta condicionada (CR),
que consiste en presionar la palanca.’®®27% E| incremento o decremento de CR se

considera como una mejoria o deterioro de la memoria.?76-278

La prueba de auto-aprendizaje que se utilizd, fue una modificacién de la prueba
utilizada por el Dr. Ofiir Picazo y cols.,?’°?8 en donde cada animal se coloco en la
caja de Skinner por un periodo de habituacion de 5 minutos teniendo acceso a 10
trozos de comida (45 mg cada uno) posteriormente se inicid la prueba donde se le
administraron otros 10 pellet con propdsito de ensefanza. Se dieron un maximo de 7
sesiones de auto-aprendizaje con 24 horas de diferencia entre cada una, cada sesion
consistié en 30 ensayos y 10 en la ultima sesidén, cada ensayo consiste en 30 s de
luz y 30 s de oscuridad. El resultado final fue el numero de respuestas condicionadas
del ultimo dia de sesidn.'®® La prueba se realizé previo a la exposicion del disolvente

y 24 h posterior a las cuatro semanas de la aplicacion al disolvente.
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6.7. Modelo de reconocimiento de objeto novedoso

La tarea de reconocimiento de objetos, basada en el paradigma etolégico de
preferencia por la novedad, ha sido ampliamente utilizada como modelo para evaluar
procesos de memoria declarativa de tipo episddica en roedores (Ennaceur y
Delacour, 1988).120268 | os roedores son animales curiosos, por lo que su
comportamiento natural es preferir el objeto novedoso (ON) por sobre el objeto
familiar (OF).1"7

La prueba evalua el tiempo que el roedor, previamente expuesto a dos objetos
idénticos, explora un objeto novedoso. La primera parte de la prueba es la
habituacidon, durante la segunda prueba (adquisicion) el animal es inicialmente
expuesto a dos objetos idénticos o familiares, mientras que en la tercera prueba
(retencidn) se compara el tiempo que el animal utiliza en reconocer un objeto
novedoso, que reemplaza a uno de los objetos familiares, con respecto al tiempo que

explora el objeto familiar.!7:245

La prueba fue dividida en una sesion de habituacién, una de adquisicion y dos de

retencién para evaluar memoria a corto y largo plazo.

Para llevar a cabo lo anterior se utilizé un campo abierto de acrilico de 40 x 40 x
30 cm.

Figura 5. Caja del objeto novedoso Figura 6. Objetos familiares y novedosos
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En la sesion de habituacion, se coloc6d al roedor dentro de la caja durante 5
minutos, para que conociera y se habituara a la caja, luego se retird al animal y se
inicié la sesién de adquisicion.®’

En la sesion de adquisicion, se colocaron dos objetos del mismo tamafo y

volumen de forma equidistante al vértice en cada esquina del campo abierto (objetos

familiares “A1y A2"), y al roedor se le dejé explorar por 5 minutos.28'

Para evaluar la memoria a corto plazo, 60 minutos después de la sesion de
adquisicion al roedor se le permitid explorar durante 5 minutos el campo abierto

donde se cambié previamente un objeto familiar por un objeto novedoso (A1y B1).
En este caso, el objeto A1 le parece familiar, mientras B1 es el objeto novedoso.

Para evaluar la memoria a largo plazo, 24 horas post-reconocimiento se volvio a

evaluar la preferencia por un nuevo objeto novedoso (A1 y B2).

La preferencia del animal por el objeto novedoso se registra cuando éste coloca la
nariz a una distancia < 2cm del objeto novedoso,?®? lo toca con la nariz o coloca sus
dos patas sobre el objeto novedoso,?®! no se registra si lo toca con el cuerpo o con la

cola o si se acuesta encima del objeto.?83284

El campo abierto y los objetos fueron limpiados después de cada ensayo con

etanol al 10% para eliminar rastros olfativos.28

Estas conductas se registraron en una camara de video, lo cual permitio revisar a
detalle la preferencia del roedor por el objeto novedoso y asi calcular el indice de

reconocimiento?8® (IRro) con la siguiente formula:

Tiempo de exploracion en el ON
IRRO =

Tiempo de exploracion en el OF + Tiempo de exploracion en el ON

Donde OF, es el objeto familiar y ON es el objeto novedoso. IRro= 0.5 indica que
no hay preferencia hacia alguno de los dos objetos, mientras que un indice mayor a
0.5 indica una preferencia hacia el objeto novedoso. El indice de reconocimiento

también se puede expresar como porcentaje.??
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La prueba de reconocimiento del objeto novedoso se realizd previo a la exposicion
de tolueno y 24 h posteriores a las cuatro semanas de la exposicion al disolvente, en
donde se utilizaron objetos familiares y objetos novedosos diferentes a los usados en

la primera etapa. Los objetos usados fueron figuras geométricas de madera.

) ) )
88 8 & g ©
Al A2 Al B1 Al B2

2
1h 24h
0 | 0

N -~/ N

REC Prueba 1 Prueba 2

Figura 7. Disefio experimental de la prueba de reconocimiento de objeto novedoso. Prueba
conductual disefiada para evaluar la memoria episddica. REC: reconocimiento, objetos familiares “A1
y A2”; Pruebal: memoria a corto plazo (60 min post-reconocimiento), objeto familiar “A1” y objeto

novedoso “B1”; Prueba2: memoria a largo plazo (24 horas post-reconocimiento), objeto familiar “A1” y
objeto novedoso “B2”.
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7. Analisis de datos

7.1. Andlisis estadistico:

Los resultados se expresaron como la media + error estandar (E.E) de cada grupo
experimental. Se realizaron pruebas de Kolmogorov-Smirnov para conocer la
normalidad de los datos. En los datos que cumplieron los criterios de normalidad se
realizd ANOVA de una via, o ANOVA de medidas repetidas o en su defecto Kruskal-
Wallis. Las diferencias entre cada grupo se analizé por medio de una prueba t-
Student para pruebas independientes o t-Student para pruebas emparejadas segun
corresponda. En caso de no ajustarse los datos a las curvas de normalidad se

realizaron pruebas no paramétricas ( U de Mann-Whitney o prueba de Wilcoxon).

El analisis estadistico se realiz6 con el programa SPSS version 22, para la
elaboracidon del material grafico se usé el programa Sigma Plot (versién 15.0, SPSS
Inc.). En todos los casos, se considerd que las diferencias entre los grupos fueron

estadisticamente significativas con un valor de p < 0.05.
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8. Resultados

e Objetivo

e Estudiar el efecto de la exposicidon cronica al tolueno sobre la memoria,
en un modelo de auto aprendizaje en ratas

Se estudiaron un total de 78 ratas macho de la cepa Wistar machos, divididas en
tres grupos: el primer grupo ratas de 7-8 meses, un segundo grupo de 5-6 meses y

un tercer grupo de 4 meses.

Los tres grupos se sometieron a las pruebas de auto aprendizaje en la caja de
Skinner, en donde 65 ratas aprendieron la prueba (83.3%) y 13 no lograron aprender

la tarea (16.6%) (Fig. 8).

Total de ratas que ingresaron al estudio
100 -

78 (100%)

80 A

65 (83.3%)

60

40 -

Numero de ratas

20 1 13 (16.6%)

Y

Total Aprendieron No aprendieron

\
N

Figura 8. Numero total de ratas, que ingresaron a la prueba de auto aprendizaje en la caja de
Skinner. Los resultados se muestran en ndmero total y en porcentaje.

En el dltimo grupo de estudio que corresponde a las ratas de 4 meses, fueron 23
ratas las que ingresaron a la prueba de auto aprendizaje de las cuales 21
aprendieron la prueba (91.3%) y 2 no aprendieron (8.6%) (Fig. 9). La diferencia con
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el grupo total, es probable que se deba a que en este grupo ya se tenia experiencia
con la prueba y estaba completamente sistematizada, por o que consideramos que

alrededor del 90% de los animales son los que logran aprender.

Total de ratas que que aprendieron en el ultimo grupo de estudio

30 +
25 1 23 (100%)
21 (91.3%)
B 20 -
)
©
} S
5
o 157
S
(]
£
=}
2 10
5 .
2 (8.6%)
0 .
Total Aprendieron No aprendieron

Figura 9. Numero total de ratas de 4 meses, que ingresaron a la prueba de auto aprendizaje en la
caja de Skinner. Los resultados se muestran en nimero total y en porcentaje.

En relacién al numero de dia en que las ratas aprendieron la prueba, se observa
que el mayor porcentaje corresponde al cuarto dia con un 36.5%, en el tercer dia
aprendieron el 30.1%, el quinto dia el 17.4%, el segundo dia el 9.5%, el sexto dia
4.7% vy el séptimo sol6 aprendié el 1.5% de los animales, de tal manera que la
prueba se realiz6 en un maximo de 8 dias para considerar que la rata no logré

aprender la prueba (Fig. 10).
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Numero de dia en que la rata aprendié respuesta condicionda

30 -

25 1 36.5%

o,
20 | 30.1%

15 A

Numero de ratas

10 A

- 1.5%

6 7

A\

3 4
Numero de dia

Figura 10. Numero de dia en que las ratas aprendieron la prueba de auto aprendizaje en la caja de
Skinner. Los resultados se muestran en ndmero total y en porcentaje.

En lo que respecta al numero de respuestas condicionantes basales, previos a
ingresar a la exposicion al inhalable (tolueno), fueron un total de 63 animales los que
participaron en esta fase de la prueba (2 ratas fallecieron en el transcurso del
estudio) con una media de respuestas de 53.38 + 1.27, con un minimo de 38 y un
maximo de 80 respuestas. Como se menciond anteriormente, los animales se
dividieron en 3 grupos: ratas de 7-8 meses, 5-6 meses y 4 meses, cada uno dividido
en 2 subgrupos (aire y pretolueno). Se observd que hubo una disminucion
significativa en el numero de respuestas en el grupo de ratas de 7-8 meses (p =
0.020), (tabla 3, fig. 11). Al hacer comparaciones multiples entre los diferentes grupos
a través de ANOVA de una via, se observd que no hubo diferencia significativa, F(5,
57)=1.990, p < 0.094), unicamente al realizar las pruebas post hoc hubo diferencia
entre el grupo de 7-8 meses pre tolueno y el grupo de 5-6 meses pre
tolueno.(Bonferroni: 1(57)= - 3.059, p < 0.095)
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Tabla 3. Respuestas condicionantes basales por grupo.

GRUPO SUBGRUPO N MEDIA EE t Gl Sig (Bilt)
7-8 Aire 9 54.22 3.39
meses -2.569 17 .020
Pretolueno 10 45.30 1.26
5-6 Aire 11 54.00 4.02
meses 913 21 372
Pretolueno 12 58.08 217
4 Aire 10 54.70 3.22
meses .355 19 727
Pretolueno 11 53.09 3.17

N= Numero, EE= Error estandar, gl=Grados de libertad, Sig (Bilt)= Significancia bilateral
Prueba estadistica t de Student para muestras independientes. Significancia estadistica p < 0.05

Respuesta condicionante basal por grupo
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Figura 11. Numero de respuestas condicionantes basales, por grupo de edad, en los subgrupos
aire y pre-tolueno. Los resultados se muestran como media + error estandar, p < 0.05. Se observé

diferencia significativa entre el grupo pretolueno y aire con una *p = 0.020.
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En lo que respecta al numero de respuestas condicionantes posterior a la
exposicion a tolueno o a aire durante un mes, fueron un total de 63 animales con una
media de respuestas de 54.37 £ 2.31, con un minimo de 5 y un maximo de 96
respuestas. Se dividieron en 3 grupos (ratas de 7-8 meses, 5-6 meses y 4 meses),
cada uno dividido en 2 subgrupos (aire y tolueno). Se observé que no hubo diferencia
significativa entre cada grupo (tabla 4). Al hacer comparaciones multiples entre los
diferentes subgrupos a través de ANOVA de una via, se presentd diferencia
significativa, F(5, 57)= 6.576, p < 0.000, observandose en las pruebas post hoc, con
la prueba Bonferroni, diferencia entre las ratas de 7-8 meses expuestas a tolueno y
los demas subgrupos, donde las ratas expuestas al disolvente presentaron un menor

numero de respuestas (tabla 5, fig.12).

Tabla 4. Respuestas condicionantes post-tratamiento por grupo de edad.

GRUPO  SUBGRUPO N MEDIA EE t Gl Sig (Bilt)
7-8 Aire 9 43.11 3.76
meses -1.571 17 135
Tolueno 10 34.20 4.18
5-6 Aire 11 61.09 3.83
meses .068 21 .946
Tolueno 12 61.50 4.56
4 Aire 10 56.90 7.20
meses 1.030 19 316
Tolueno 11 65.09 3.83

N= Numero, EE= Error estandar, gl=Grados de libertad, Sig (Bilt)= Significancia bilateral
Prueba estadistica t de Student para muestras independientes. Significancia estadistica p < 0.05
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Tabla 5. Comparaciones entre el grupo de ratas de 7-8 meses expuesto atolueno vs. los demas
grupos.

Ratas 7-8 m Ratas 7-8 m Aire t (57)=-1.271, p=1.000
Tolueno

Ratas 5-6 m Aire t (57)=-4.036, p =0.002

Tolueno t (57)=-4.181, p=0.002

Ratas 4 m Aire t (57)=-3.328, p=0.023

Tolueno t (57)=-4.636, p =0.000

Prueba estadistica ANOVA de una via. Post hoc prueba Bonferroni.
Significancia estadistica p < 0.05.

Respuesta condicionante post tratamiento por grupo
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Figura 12. Numero de respuestas condicionantes posterior a un mes de exposicién a tolueno
(4000 ppm) o a aire, por grupo de edad. Las barras representan la media * error estandar, p < 0.05.
Hubo diferencia significativa entre el grupo de 7 a 8 meses expuesto a tolueno y los grupos de ratas
de 5-6 meses y 4 meses.(ver tabla 5)
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Se analiz6 el numero de respuestas condicionantes en las ratas control, pre y
posterior a la exposicion a aire durante un mes. Los animales se dividieron en los
mismos 3 grupos (ratas de 7-8 meses, 5-6 meses y 4 meses), cada uno dividido en 2
subgrupos (pre aire y post aire). Se observd que hubo diferencia significativa
unicamente en el grupo de 7-8 meses (p = 0.02) (tabla 6, fig. 13), presentandose una
disminucién en el numero de respuestas después del mes de exposicion. Al hacer
comparaciones multiples entre los diferentes subgrupos a través de ANOVA de una
via, no hubo diferencia significativa F(5, 54) = 1.695, p = 0.152. Tampoco hubo
diferencia significativa al realizar ANOVA de medidas repetidas, F(2, 27) = 1.541, p =
0.232.

Tabla 6. Respuestas condicionantes pre y post-tratamiento en grupo control

GRUPO SUBGRUPO N MEDIA EE t Gl Sig (Bilt)
7-8 Pre-aire 9 54.22 3.39
meses 2.892 8 .020
Post-aire 9 43.11 3.76
5-6 Pre-aire 1 54.00 4.02
meses - 1.663 10 27
Post-aire 1 61.09 3.83
4 Pre-aire 10 54.70 3.22
meses -.339 9 742
Post-aire 10 56.90 7.20

N= Numero, EE= Error estandar, gl=Grados de libertad, Sig (Bilt)= Significancia bilateral
Prueba estadistica t de Student para muestras relacionadas. Significancia estadistica p < 0.05
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Figura 13. Numero de respuestas condicionantes pre y posterior a un mes de exposicién a aire,
por grupo de edad. Las barras representan la media + error estandar, *p < 0.05. Hubo diferencia
significativa dentro del grupo de 7-8 meses con una de *p = 0.02.

Se analizé el numero de respuestas condicionantes pre y posterior a la inhalaciéon
de tolueno durante un mes. Se dividieron en 3 grupos (ratas de 7-8 meses, 5-6
meses y 4 meses), cada uno dividido en 2 subgrupos (pretolueno y postolueno). Se
observo una disminucion significativa en el grupo de 7-8 meses, p = 0.042, y en el
grupo de 4 meses (tabla 7). Al hacer comparaciones multiples entre los diferentes
subgrupos a través de ANOVA de una via, se observo diferencia significativa, F(5,
60)= 10.582, p < 0.000, en las pruebas post hoc de Bonferroni, se observé una
disminuciéon en el numero de respuestas en las ratas de 7-8 meses postolueno con
respecto a los demas subgrupos (tabla 8, fig. 14). También se presentaron
diferencias significativas al realizar ANOVA de medidas repetidas, F(2, 30)=15.633, p
< 0.000; las diferencias con la prueba de Bonferroni, fueron entre el grupo de ratas
de 7-8 meses y los grupos de 5-6 meses F(2, 30)=5.027, p < 0.000 y 4 meses. F(2,
30)=4.755, p < 0.000.
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Tabla 7. Respuestas condicionantes pre y post tolueno por grupo de edad.

GRUPO SUBGRUPO N MEDIA EE t Gl Sig (Bilt)
7-8 Pretolueno 10 45.30 1.26
meses 2.367 9 .042
Postolueno 10 34.20 4.18
5-6 Pretolueno 12 58.08 217
meses -.914 11 .380
Postolueno 12 61.50 4.56
4 Pretolueno 11 53.09 3.17
meses - 3.340 10 .007
Postolueno 11 65.09 3.83

N= Numero, EE= Error estandar, gl=Grados de libertad, Sig (Bilt)= Significancia bilateral
Prueba estadistica t de Student para muestras relacionadas. Significancia estadistica p < 0.05

Tabla 8. . Comparaciones entre el grupo de ratas de 7-8 meses post- tolueno vs. los demas
grupos.

Ratas 7-8 m Ratas 7-8 m Pretolueno t(60)=-2.17, p=0.505
Post-tolueno

Ratas 5-6 m Pretolueno t (60)=-4.88, p <0.000

Postolueno t (60)=-5.58, p <0.000

Ratas 4 m Pretolueno t (60)=-3.78, p =0.005

Postolueno t(57)=-6.19, p <0.000

Prueba estadistica ANOVA de una via. Post hoc prueba Bonferroni.
Significancia estadistica p < 0.05
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Respuestas condicionantes pre y post tolueno
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Figura 14. Numero de respuestas condicionantes pre y posterior a un mes de exposicion tolueno
(4000 ppm), por grupo de edad. Las barras representan la media * error estandar, *p < 0.05. Se
observo diferencia significativa (prueba t-Student) entre el grupo de 7-8 meses (pre vs. post) con una p
< 0.04 y entre el grupo post-tolueno y los grupos de 5-6 meses y 4 meses (Anova). (Ver tabla 8).

Los resultados nos permiten concluir que en el grupo de ratas de 7-8 meses hubo
una disminucion significativa en el numero de respuestas condicionantes después de
la exposicion a tolueno; sin embargo, no podemos afirmar que la disminucion de
respuestas o la pérdida de memoria se deba a la inhalacion de tolueno ya que en el

grupo control también se presentd una disminucién.
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Objetivo

e Analizar el efecto de la exposicion cronica a tolueno sobre la memoria,

en el modelo de objeto novedoso.

Se realizaron las pruebas de exploracion del objeto novedoso en condiciones
basales a la hora y a las 24 horas a todos los grupos, posteriormente los animales se
expusieron a tolueno o a aire durante un mes, para después nuevamente realizar las

mismas pruebas del objeto novedoso, con objetos distintos a los de la primera etapa.

A todos los grupos se les realizé estadistica descriptiva, calculando la media y el
error estandar; en general, los datos no se ajustaron a la normalidad (prueba de

Kolmogorov-Smirnov), por lo que se realiz6 estadistica no paramétrica.

Cuando el grupo de ratas de 7-8 meses se evaludé en condiciones basales, se
encontré que en el grupo control hubo una diferencia significativa entre la exploracion
del objeto familiar (EOF) y la exploracion del objeto novedoso (EON) con una p <
0.03. En el grupo pre-tolueno, aunque hubo una tendencia a presentar una
preferencia por el objeto novedoso, no se alcanzé significancia estadistica. Los
indices de preferencia en ambos grupos estuvieron por arriba del 60%, sin

presentarse diferencias entre ambos grupos (tabla 9, fig. 15).

Tabla 9. Exploracion del objeto novedoso a la hora, ratas de 7-8 meses.
(condiciones basales)

Ratas Exploracién Exploracién Sig indice de Sig
Objeto Objeto (Bilt) Preferencia (Bilt)
7-8m i
Familiar Novedoso
N Media EE | N Media EE w Media EE M-W
Grupo 8 4.63 1.33 | 8 10.58 2.04 | 0.036 | 68.61 6.37
Control 0.779
Grupo 7 8.34 297 | 7 13.09 229 | 0.176 | 65.80 8.17
Pre-tolueno

N= Numero, EE= Error estandar, W=Wilcoxon, Sig (Bilt)= Significancia bilateral, M-W= U Mann-
Whitney. Prueba estadistica de Wilcoxon y U Mann- Whitney , Significancia estadistica p < 0.05
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Figura 15. A) Exploracion del objeto novedoso a la hora en el grupo ratas de 7-8 meses en
condiciones basales. B) Indice de preferencia. Los resultados se muestran como la media % error
estandar, *p < 0.05. Hubo diferencia significativa (prueba Wilcoxon) en el grupo control *p < 0.03, sin

observarse diferencia significativa en indice de preferencia.
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En el grupo de ratas de 7-8 meses, en condiciones basales a las 24 horas, se
observd que, tanto en el grupo control como en el grupo pre-tolueno, hubo una
diferencia significativa entre la EOF y la EON (p < 0.01 y p = 0.008,
respectivamente). Por su parte, los indices de preferencia de ambos grupos

estuvieron por arriba del 70%, sin presentarse diferencias entre ambos grupos (tabla
10, fig. 16).

Tabla 10. Exploracién del objeto novedoso a las 24 horas, ratas de 7-8 meses
(condiciones basales)

Ratas Exploracion Exploracion Sig indice de Sig
7.8m Objeto Objeto (Bilt) Preferencia  (Bilt)
Familiar Novedoso

N Media EE | N Media EE w Media EE MW
Grupo 8 5.64 129 | 8 16.35 3.26 | 0.012 | 7835 5.27
Control 0743
Grupo 9 5.48 168 | 9 21.55 6.58 | 0.008 | 75.83 5.02
Pre-tolueno

N= Numero, EE= Error estandar, W=Wilcoxon , Sig (Bilt)= Significancia bilateral, M-W= U Mann-
Whitney. Prueba estadistica de Wilcoxon y U Mann- Whitney . Significancia estadistica p < 0.05
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Figura 16. A) Exploracion del objeto novedoso a las 24 horas en grupo ratas de 7-8 meses en
condiciones basales. B) indice de preferencia. Los resultados se muestran como la media + error
estandar, *p < 0.05. Hubo diferencia significativa (prueba Wilcoxon) entre el grupo control con *p <
0.01 y entre el grupo pretolueno con p = 0.008 sin observarse diferencia significativa en indice de
preferencia.
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Al evaluar el grupo de ratas de 5-6 meses en condiciones basales a la hora, se
observo que en el grupo control no hubo una diferencia significativa entre la EOF y la
EON, mientras que en el grupo pre-tolueno hubo una diferencia significativa entre la
EOF y la EON, observada como una preferencia por el objeto novedoso (p = 0.009).
Los indices de preferencia de ambos grupos estuvieron por arriba del 50%, sin
observarse diferencias entre ambos grupos. (tabla 11, fig. 17)

Tabla 11. Exploracién del objeto novedoso a la hora, ratas de 5-6 meses
(condiciones basal)

Ratas Exploracion Exploracién Sig indice de Sig
5.6 m Objeto Objeto (Bilt)  Preferencia  (Bilt)
Familiar Novedoso

N Media EE | N Media EE w Media EE M-W
Grupo 11 15.56 226 |1 20.94 3.78 | 0.213 | 56.11 6.01
Control 1 0132
Grupo 10 13.43 3.94 |1 31.70 7.73 | 0.009 | 68.51 5.84
Pre- 0
tolueno

N= Numero, EE= Error estandar, W=Wilcoxon , Sig (Bilt)= Significancia bilateral, M-W= U Mann-
Whitney. Prueba estadistica de Wilcoxon y U Mann- Whitney. Significancia estadistica p < 0.05
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Figura 17. A) Exploracion del objeto novedoso a la hora en grupo ratas de 5-6 meses en
condiciones basales. B) Indice de preferencia. Los resultados se muestran en media + error estandar,
*p < 0.05. Hubo diferencia significativa (prueba Wilcoxon) en el grupo pretolueno con *p = 0.009 y sin

diferencia significativa en indice de preferencia.
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El grupo de ratas de 5-6 meses basal a las 24 horas, no hubo diferencia
significativa en ninguno de los dos grupo, los indice de preferencia de ambos grupo

por arriba del 50% vy sin diferencias entre ambos grupos (tabla 12, fig. 18).

Tabla 12. Exploracion del objeto novedoso a las 24 horas, ratas de 5-6 meses ( Basal)

Ratas Exploracién Exploracién Sig indice de Sig
5.6 m Objeto Objeto (Bilt)  Preferencia  (Bilt)
Familiar Novedoso

N Media EE N Media EE W Media EE M-W
Grupo 11 20.70 3.66 | 11 25.68 3.64 | 0.213 | 57.29 4.49
Control 0562
Grupo 11 22.33 4.25 | 11 23.40 446 | 0.790 | 53.82 4.37
Pre-
tolueno

N= Numero, EE= Error estandar, W=Wilcoxon , Sig (Bilt)= Significancia bilateral, M-W= U Mann-
Whitney. Prueba estadistica de Wilcoxon y U Mann- Whitney. Significancia estadistica p < 0.05
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Figura 18. A) Exploracion del objeto novedoso a las 24 horas en grupo ratas de 5-6 meses en
condiciones basales. B) Indice de preferencia. Los resultados se muestran en media + error estandar,
‘P < 0.05. No hubo diferencia significativa (prueba Wilcoxon) en ningin grupo y sin diferencia

significativa en indice de preferencia.

Abraham Jacobo Jacobo 58



'Efecto de la exposicion a tolueno sobre la memoria a largo plazo en ratas” 2017

El grupo de ratas de 4 meses basal a la hora, no hubo diferencia significativa en

ninguno de los dos grupo, los indice de preferencia de ambos grupo por arriba del
50% vy sin diferencias entre ambos grupos (tabla 13, fig. 19).

Tabla 13. Exploracién del objeto novedoso a la hora, ratas de 4 meses (condiciones basales)

Ratas Exploracion Exploracion Sig indice de Sig
am Objeto Objeto (Bilt)  Preferencia  (Bilt)
Familiar Novedoso

N Media EE N Media EE W Media EE M-W
Grupo 9 9.78 213 | 9 10.26 1.84 | 0.767 | 51.40 5.59
Control 0,552
Grupo 11 10.20 144 | 11 14.30 3.20 | 0.286 | 50.48 8.97
Pre-
tolueno

N= Numero, EE= Error estandar, W=Wilcoxon, Sig (Bilt)= Significancia bilateral, M-W= U Mann-
Whitney. Prueba estadistica de Wilcoxon y U Mann- Whitney. Significancia estadistica p < 0.05
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Figura 19. A) Exploracion del objeto novedoso a la hora en grupo ratas de 5-6 meses en
condiciones basales. B) indice de preferencia. Los resultados se muestran en media + error estandar,
‘o < 0.05. No hubo diferencia significativa (prueba Wilcoxon) en ningin grupo y sin diferencia
significativa en indice de preferencia.
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El grupo de ratas de 4 meses basal a las 24 horas, no hubo diferencia significativa
en ninguno de los dos grupo, los indice de preferencia de ambos grupos por arriba
del 60% y sin diferencias entre ambos grupos (tabla 14, fig. 20).

Tabla 14. Exploraciéon del objeto novedoso a las 24 horas, ratas de 4 meses (condiciones
basales)

Ratas Exploracion Exploracion Sig indice de Sig

Objeto Objeto (Bilt)  Preferencia  (Bilt)
4m .

Familiar Novedoso

N Media EE | N Media EE w Media EE | M-W

Grupo 10 4.89 1.02 | 10 10.47 3.02 | 0.139 | 63.07 6.22
Control 0912
Grupo 10 15.49 3.42 | 10 21.47 3.97 | 0.059 | 60.82 5.53
Pre-
tolueno

N= Numero, EE= Error estandar, W=Wilcoxon , Sig (Bilt)= Significancia bilateral, M-W= U Mann-
Whitney. Prueba estadistica de Wilcoxon y U Mann- Whitney . Significancia estadistica p < 0.05
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A)
Exploracion del objeto novedoso alas 24 h
30 4 grupo de ratas de 4 meses (Basal)
—_ 25 "'
)
E 20 -
i
E’ 10 - T
=
5 -
0 .
Obj. F Obj. N Obj. F Obj. N
Grupo Control Grupo Pretolueno
B)
indice de preferencia a las 24 horas
100 4 grupo de ratas 4 meses (Basal)

80

60 o

40

indice de preferenda (%9

20 -

Grupo control Grupo Pre tolueno

Figura 20. A) Exploracién del objeto novedoso a las 24 horas en grupo ratas de 4 meses
en condiciones basales. B) indice de preferencia. Los resultados se muestran en media +
error estandar, *p < 0.05. No hubo diferencia significativa (prueba Wilcoxon) en ningun grupo
y sin diferencia significativa en indice de preferencia.
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El grupo de ratas de 7-8 meses post-tratamiento a la hora, en el grupo control no
hubo una diferencia significativa entre la EOF y la EON . En el grupo tolueno hubo
una diferencia significativa entre la EOF y la EON con una p < 0.02, los indice de

preferencia de ambos grupo por arriba del 50% vy sin diferencias entre ambos grupos

(tabla 15, fig. 21).

Tabla 15. Exploracién del objeto novedoso a la hora, ratas de 7-8 meses (Post-tratamiento)

Ratas Exploracién Exploracién Sig indice de Sig
7.8m Objeto Objeto (Bilt) Preferencia (Bilt)
Familiar Novedoso

N Media EE N Media EE W Media EE M-W
Grupo 7 7.23 272 | 7 9.32 144 | 0.237 61.26 9.16 | 0.910
Control
Grupo 9 12.76 355 | 9 19.97 5.87 | 0.021 54.61 7.63
Tolueno

N= Numero, EE= Error estandar, W=Wilcoxon , Sig (Bilt)= Significancia bilateral, M-W= U Mann-
Whitney. Prueba estadistica de Wilcoxon y U Mann- Whitney. Significancia estadistica p < 0.05
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Figura 21. A) Exploracion del objeto novedoso a la hora en grupo ratas de 7-8 meses post-
tratamiento. B) Indice de preferencia. Los resultados se muestran en media + error estandar, *p <
0.05. Hubo diferencia significativa (prueba Wilcoxon) en el grupo tolueno con una *p < 0.02 y sin

diferencia significativa en indice de preferencia.
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El grupo de ratas de 7-8 meses postratamiento a las 24 horas, en el grupo control
hubo una diferencia significativa entre la EOF y la EON con una p < 0.01. En el grupo
tolueno no hubo diferencia significativa entre la EOF y la EON, los indice de
preferencia de ambos grupo por arriba del 50% vy sin diferencias entre ambos grupos
(tabla 16, fig. 22).

Tabla 16. Exploracién del objeto novedoso a las 24 horas, ratas de 7-8 meses (Post-
tratamiento)

Ratas Exploracion Exploracion Sig indice de Sig
7.81m Objeto Objeto (Bilt) Preferencia (Bilt)
Familiar Novedoso
N Media EE | N Media EE W Media EE M-W
Grupo 7 9.34 278 | 7 16.31 1.79 | 0.018 68.56 6.40
Control 0613
Grupo 8 6.99 167 | 8 11.55 255 | 0.161 58.46 6.40
Tolueno

N=Numero, EE= Error estandar, W=Wilcoxon, Sig (Bilt)= Significancia bilateral, M-W= U Mann-
Whitney. Prueba estadistica de Wilcoxon y U Mann- Whitney. Significancia estadistica p < 0.05
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Figura 22. A) Exploracion del objeto novedoso a las 24 horas en grupo ratas de 7-8 meses post-
tratamiento. B) Indice de preferencia. Los resultados se muestran en media % error estandar, *p <
0.05. Hubo diferencia significativa (prueba Wilcoxon) en el grupo control con una *p < 0.01 y sin

diferencia significativa en indice de preferencia.
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El grupo de ratas de 5-6 meses post-tratamiento a la hora, en el grupo control
hubo diferencia significativa entre la EOF y la EON p = 0.009 . En el grupo tolueno
hubo una diferencia significativa entre la EOF y la EON con una p < 0.02, los indice

de preferencia de ambos grupo por arriba del 60% y sin diferencias entre ambos

grupos (tabla 17, fig. 23).

Tabla 17. Exploracién del objeto novedoso a la hora, ratas de 5-6 meses (Post-tratamiento)

Ratas Exploracion Exploracioén Sig indice de Sig
5.6 m Objeto Objeto (Bilt) Preferencia (Bilt)
Familiar Novedoso
N Media EE N Media EE w Media EE | M-W

Grupo 10 1042 218 | 10 24.78 7.72 0.009 67.60 6.20
Control 0,582

Grupo 12 14.89 2.70 | 12 25.07 4.05 0.023 63.40 5.10
Tolueno

N= Numero, EE= Error estandar, W=Wilcoxon, Sig (Bilt)= Significancia bilateral, M-W= U Mann-
Whitney. Prueba estadistica de Wilcoxon y U Mann- Whitney. Significancia estadistica p < 0.05
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Figura 23. A) Exploracion del objeto novedoso a la hora en grupo ratas de 7-8 meses post-
tratamiento. B) indice de preferencia. Los resultados se muestran en media + error estandar, *p <
0.05. Hubo diferencia significativa (prueba Wilcoxon) en el grupo control con una *p = 0.009 y en el
grupo tolueno con una **p < 0.02, sin diferencia significativa en indice de preferencia.
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El grupo de ratas de 5-6 meses postratamiento a las 24 horas, no hubo diferencia

significativa en ninguno de los dos grupo, el indice de preferencia del grupo control

por arriba del 50% y del grupo tolueno de 48 %, pero sin diferencias entre ambos

grupos (tabla 18, fig. 24).

Tabla 18. Exploracién del objeto novedoso a las 24 horas, ratas de 5-6 meses (Post-

tratamiento)

Ratas Exploracién Exploracién Sig Indice de Sig
5.6 m Objeto Objeto (Bilt) Preferencia (Bilt)
Familiar Novedoso
N Media EE N Media EE w Media EE | M-W
Grupo 10 9.65 1.99 | 10 12.02 2.61| 0.203 56.18  4.89
Control 0353
Grupo 10 24.56 5.56 | 10 19.28 3.31 | 0.878 48.08 6.69

Tolueno

N= Numero, EE= Error estandar, W=Wilcoxon, Sig (Bilt)= Significancia bilateral, M-W= U Mann-

Whitney. Prueba estadistica de Wilcoxon y U Mann- Whitney. Significancia estadistica p < 0.05
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Figura 24. A) Exploracion del objeto novedoso a las 24 horas en grupo ratas de 5-6 meses post-
tratamiento. B) Indice de preferencia. Los resultados se muestran en media £ error estandar, *p <
0.05. No hubo diferencia significativa (prueba Wilcoxon) en ningun grupo y sin diferencia significativa

en indice de preferencia.
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El grupo de ratas de 4 meses post-tratamiento a la hora, en el grupo control no
hubo diferencia significativa entre la EOF y la EON. En el grupo tolueno hubo una
diferencia significativa entre la EOF y la EON con una p < 0.07, los indice de

preferencia de ambos grupo por arriba del 60% y sin diferencias entre ambos grupos

(tabla 19, fig. 25).

Tabla 19 . Exploracién del objeto novedoso a la hora, ratas de 4 meses (Post-tratamiento)

Ratas Exploracion Exploracion Sig indice de Sig

Objeto Objeto (Bilt) Preferencia (Bilt)
4m .

Familiar Novedoso

N Media EE | N Media EE w Media EE | M-W

Grupo 7 6.25 232 | 7 11.71 440 | 0.310 64.53 7.63
Control 0669
Grupo 10 19.53 551 | 10 35.16 10.0 | 0.074 60.33 7.96
Tolueno

N= Numero, EE= Error estandar, W=Wilcoxon , Sig (Bilt)= Significancia bilateral, M-W= U Mann-
Whitney. Prueba estadistica de Wilcoxon y U Mann- Whitney. Significancia estadistica p < 0.05
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Figura 25. A) Exploracion del objeto novedoso a la hora en grupo ratas de 4 meses post-
tratamiento. B) indice de preferencia. Los resultados se muestran en media + error estandar, *p <
0.05. No hubo diferencia significativa (prueba Wilcoxon) en ningun grupo, sin diferencia significativa en

indice de preferencia.

Abraham Jacobo Jacobo 72



"Efecto de la exposicion a tolueno sobre la memoria a largo plazo en ratas" 2017

El grupo de ratas de 4 meses post-tratamiento a las 24 horas, no hubo diferencia
significativa en ninguno de los dos grupo, los indice de preferencia de ambos grupos

por arriba del 50%, pero sin diferencias entre ambos grupos (tabla 20, fig. 26).

Tabla 20. Exploracion del objeto novedoso a las 24 horas, ratas de 4 meses (Post-
tratamiento)

Ratas Exploracion Exploraciéon Sig indice de Sig
am Objeto Objeto (Bilt) Preferencia (Bilt)
Familiar Novedoso

N Media EE N Media EE W Media EE M-W
Grupo 9 5.60 182 | 9 9.45 2.34 | 0.086 64.66 6.86
Control 0.412
Grupo 11 17.59 545 | 11 21.53 6.81 0.374 58.42 6.36
Tolueno

N= Numero, EE= Error estandar, W=Wilcoxon , Sig (Bilt)= Significancia bilateral, M-W= U Mann-
Whitney. Prueba estadistica de Wilcoxon y U Mann- Whitney . Significancia estadistica p < 0.05

Abraham Jacobo Jacobo 73



"Efecto de la exposicion a tolueno sobre la memoria a largo plazo en ratas” 2017

A)
Exploracién objeto novedoso a las 24 horas
grupo de ratas 4 meses (Post-tratamiento)
30 -
25

20

Tiempo de exploracion (s)
o

5 .
o A
Obj. F Obj. N Obj. F Obj. N
Grupo Control Grupo tolueno
B)
indice de preferencia a las 24 horas
100 - grupo de ratas 4 meses (post-tratamiento)

0]
o
L

N
o
L

indice de preferenda (%9
3

20 1

Grupo control Grupo tolueno

Figura 26. A) Exploracion del objeto novedoso a las 24 horas en grupo ratas de 4 meses post-
tratamiento. B) indice de preferencia. Los resultados se muestran en media + error estandar, *p <
0.05. No hubo diferencia significativa (prueba Wilcoxon) en ningun grupo, sin diferencia significativa en
indice de preferencia.
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Prueba de actividad locomotora

La prueba de actividad locomotora se realizé a todas las ratas; se llevaron a cabo
dos pruebas: una en campo abierto y la otra en la caja del objeto novedoso,
valorando en ambas pruebas la actividad vertical, es decir el numero de veces que
las ratas se paraban en sus dos patas. Ambas pruebas se realizaron de manera

previa y posterior a la exposicién a de tolueno o a aire.

En la prueba de actividad locomotora dentro de la caja del objeto novedoso, se
observd que no hubo diferencia significativa entre las pruebas basales y las
posteriores a los tratamientos en ninguno de los grupos, mientras que en las pruebas
de motilidad en campo abierto si hubo diferencia entre la prueba basal y la post-
tratamiento con una t(62)=2.650, p = 0.01 (tabla 21, fig. 27).

Tabla 21. Pruebas de actividad locomotora

Prueba motilidad N Media EE Sig (Bilt)
Basal 63 23.84 .99
Campo abierto 0.010
Post Tx 63 20.70 1.06
Basal 63 22.70 1.25
Caja del objeto 0.468
novedoso Post Tx 63 21.70 1.14

N= Numero, EE= Error estandar, Sig (Bilt)= Significancia bilateral
Prueba estadistica t de Student (muestras relacionadas), significancia estadistica p < 0.05
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Prueba de motilidad basal y postratamiento

25
20
10 1
5
0 -

Basal Pos-Tx Basal Pos-Tx

Actividad vertical (n)
o
1

Campo Abierto Caja O. Novedoso

Figura 27. Prueba de actividad locomotora en condiciones basales y post-tratamiento, grupo total
Las barras representan la media + error estandar, *p < 0.05. Se observé una diferencia significativa
(prueba t Student) en la prueba en campo abierto con una *p = 0.01, sin presentarse diferencia

significativa en la prueba en la caja del objeto novedoso.

En la prueba en campo abierto hubo una disminucion significativa en la actividad
locomotora del grupo control posterior al tratamiento (aire) con una 1(29)=5.513, p <
0.000, mientras que en el grupo tolueno no hubo diferencia significativa (fig. 28).

Prueba de motilidad basal y postratamiento
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Figura 28. Prueba de actividad locomotora en condiciones basales y post-tratamiento, en campo
abierto en el grupo control (aire) y tolueno. Las barras representan la media + error estandar, *p <
0.05. Se observo diferencia significativa (prueba t Student) en el grupo control con una *p < 0.000, sin

observarse diferencia significativa en el grupo tolueno.
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En la prueba de actividad locomotora en la caja del objeto novedoso también hubo
una disminucion significativa en el grupo control entre la prueba basal y posterior al
tratamiento (aire) con una t(29)= 3.758, p < 0.001, mientras que en el grupo tolueno

no hubo diferencia significativa (fig. 29).

Prueba de motilidad basal y postratamiento
en caja del objeto novedoso
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Figura 29. Prueba de actividad locomotora en condiciones basales y post-tratamiento, en caja del
objeto novedoso en el grupo control (aire) y tolueno. Las barras representan la media =+ error
estandar, *p < 0.05. se observé diferencia significativa (prueba t Student) en el grupo control con una
*p < 0.001, sin diferencia significativa en el grupo tolueno.

Todos los grupos pudieron realizar las pruebas de auto aprendizaje en caja de
Skinner y las pruebas de reconocimiento del objeto novedoso sin alteraciones
motrices. Las diferencias significativas en los grupos control, se debe a
comportamiento de los roedores , en donde en algunos grupos sobre todo en los

ratas 7-8 meses, que eran las de mayor peso, tenian menos actividad vertical.

Podemos concluir que ambas pruebas valoran adecuadamente la motilidad de los
animales, aunque en la prueba dentro de la caja del objeto novedoso realizada al
grupo total no se apreciaron diferencias significativas entre las pruebas basales y

post-tratamiento.
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9. Discusién

Las drogas son un problema de salud en el mundo, en nuestro pais las drogas de
mayor consumo son la mariguana, cocaina y los inhalables, con un incremento de
consumo en los adolescentes.?* Dentro de las drogas inhalables de mayor consumo
se encuentran productos derivados del petrdleo tales como el "thiner" y distintos
productos como pinturas, adhesivos, pegamentos y productos de limpieza, que son
facil de adquirir y que son comunes en los hogares de nuestro pais.2® La mayor parte
de estos productos son mezclas complejas de disolventes, en donde su principal

componente es el tolueno.'216

La principal via por la que el tolueno ingresa al organismo, es por via inhalatoria, a
través de los pulmones, y ademas tiene una alta afinidad por los tejidos ricos en

lipidos, entre los que destaca el sistema nervioso central. 27-32:35

El tolueno tiene multiples mecanismos de accién a nivel del SNC, que puede
afectar los mecanismos de la memoria a diferentes niveles. A nivel celular altera
canales ionicos de Na*, Ca?*, K*#24445 también inhibe receptores NMDA (GIuN2A y
GIuN2B),*8-% inhibe receptores nicotinicos (a4p2),%" y puede alterar la concentracién
de diferentes neurotransmisores como son el glutamato, la serotonina y la
dopamina.®*®® Hay evidencia de alteraciones en la transmisidn sinaptica ademas de
efectos apoptoticos y alteraciones epigenéticas.?®%5 Se ha demostrado atrofia de
corteza cerebral y cerebelo, leucoencefalopatias, dafio axonal y desmielinizacion,
ademas de pérdida neuronal y disminucion de neurogénesis hipocampal por

exposicion a tolueno.%6-9°

En multiples estudios se ha demostrado que la administracion aguda o crénica de

tolueno produce deterioro del aprendizaje y de la memoria a corto y a largo plazo.

En nuestro trabajo se estudié la memoria a largo plazo de tipo no declarativa, a
través del condicionamiento clasico e instrumental, utilizando la prueba de auto-
aprendizaje en la caja condicionante de Skinner. Todos los animales iniciaron la

prueba aproximadamente a los dos meses, edad a la que son consideradas ratas
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jévenes, sometiéndose a la prueba un total de 78 animales, de los cuales 65 (83.3%)
lograron aprender, aunque en el ultimo grupo de estudio se incremento hasta el
91.3%, esto debido quizas a que en este ultimo grupo ya se tenia sistematizada de
manera adecuada la prueba. La prueba de autoaprendizaje se realizé durante 7 dias,
haciendo una modificacion del tiempo de aprendizaje, ya que la prueba original
consistia de 3 dias (dos de ensefianza y un dia de prueba final); si nos hubiéramos
quedado con tres dias de prueba solamente el 39.6% de los animales hubieran
participado en el estudio, mientras que para el dia séptimo solo el 1.5% de los
animales lograron aprender, por lo que consideramos que 7 dias de prueba son
suficientes, para considerar si el animal aprendié o no. Se consideré que el animal
aprendié la prueba, cuando su numero de respuestas condicionantes fue mayor a 38
respuestas, ya que en el grupo total, la minima de respuestas fue de 38 y una
maxima de 80. En el caso de nuestro laboratorio es la primera vez que se trabaja con
este modelo de memoria, por lo que no tenemos datos comparativos.

En el caso de la prueba en condiciones basales, (antes de la exposicion a
disolvente), hubo wuna diferencia significativa en el numero de respuestas
condicionantes en el grupo de 7-8 meses, presentando un menor numero de
respuestas el grupo pre-tolueno (p = 0.02). Por otro lado, en las respuestas
condicionantes post-tratamiento (aire o tolueno), no hubo diferencia significativa en la
comparaciéon por grupos, pero haciendo comparaciones multiples a través de ANOVA
de una via, hubo diferencia significativa entre el grupo de 7-8 meses expuesto a
tolueno y los grupos de 5-6 meses y 4 meses, expuestos tanto a aire como a tolueno.
Inicialmente, estos hallazgos nos hicieron pensar que en el grupo de 7-8 meses
expuesto a tolueno se produjo una disminuciéon en la memoria, con respecto a los

otros grupos.

Cuando se compar6 el numero de respuestas condicionantes de los tres grupos,
antes y después de la exposicion a aire (control) durante un mes, se observo que
hubo diferencia significativa unicamente en el grupo de 7-8 meses (p = 0.02); sin

embargo, este es el grupo control (aire), por lo que no tendria por qué haber

Abraham Jacobo Jacobo 79



'Efecto de la exposicion a tolueno sobre la memoria a largo plazo en ratas” 2017

disminucién en las respuestas. Lo mismo sucedié cuando se comparo el numero de
respuestas condicionantes pre y posterior a la inhalacién de tolueno durante un mes,

en donde hubo diferencia significativa en el grupo de 7 -8 meses (p < 0.042).

Como se expreso6 anteriormente, unicamente en el grupo de ratas de 7-8 meses,
tanto en el subgrupo control como en el subgrupo tolueno hubo disminucion en el
numero de respuestas condicionantes, ya que en los otros dos grupos no hubo
ninguna diferencia. Basados en estos hallazgos, no se puede considerar que la
disminucién de las respuestas condicionantes se deba al tolueno. La unica diferencia
que existe entre los tres grupos es el tiempo en que se aprendiod la prueba y se volvio
nuevamente a realizar para evaluar la memoria, en el caso del grupo de ratas de 7-8
meses pasaron de 3 a 4 meses entre que aprendieron la tarea y se evalud la
memoria, en el grupo de 5-6 meses pasaron 2 meses y en el grupo de 4 meses fue
un mes; por lo que se pudiera pensar que hay una disminucién de la memoria en
relacion a la edad y al tiempo entre que aprendieron la prueba y se volvieron a
evaluar y no en relacién con el tratamiento, ya que en los otros grupos no hubo

diferencia significativa.

El motivo por el cual los grupos no son homogéneos es por que originalmente se
tenia contemplado unicamente al grupo de ratas de 4 meses, pero durante el
desarrollo de los experimentos tuvimos acceso a un numero mayor de animales por

lo que se pudo trabajar con estos tres grupos.

Ya se comenté que existen multiples mecanismos por los cuales el tolueno afecta
el aprendizaje y la memoria, sin embargo en este estudio no se logré6 demostrar esta

asociacion.

Nuestros resultados concuerdan con otros estudios en donde tampoco hubo
pérdida de memoria, al administrar tolueno de manera cronica, a distintas dosis y
usando otros modelos de memoria, principalmente el laberinto acuatico de Morris.
Por ejemplo Miyagawa y col., en 1995, utilizaron ratas macho, administraron 600

ppm de tolueno cada 24 h por 50 dias a partir del dia PN 23, y no encontraron
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cambios significativos en la memoria de trabajo.?®’ Hass y col., en 1999,
administraron a ratas hembras (Wistar) tolueno inhalado a 1200 ppm, 6 horas por
dia, del dia prenatal 7 hasta el postnatal 18, un total de 35 dias, sin observar cambios
en la memoria-aprendizaje en el laberinto de Morris.?52 Von Euler y col., en 2000,
hicieron un estudio con ratas macho Sprague-Dawley PN 50, a las que expusieron a
tolueno 80 ppm, por 5 dias por semana, por 4 semanas, posteriormente se
sometieron a las pruebas de memoria-aprendizaje en el laberinto de Morris, sin
encontrar diferencias significativas en la latencia de escape.?®® Beasley y col., en
2012, administraron tolueno a concentraciones de 0, 10, 100 y 1000 ppm durante un
mes (6 h por dia por 5 dias por semana) a ratas macho Long Evans, iniciando el dia
PN 67, y no encontraron cambios significativos en la prueba de autoaprendizaje en
caja de Skinner.?%2 Dick y col., en 2014, administraron a ratas Wistar adolescentes
(PN 27) tolueno a una concentraciéon de 10000 ppm por una hora, cada tercer dia
durante un mes, y no encontraron alteraciones en el aprendizaje espacial en el
laberinto de Morris, sin embargo si encontraron que existia retraso en la adquisicion
del aprendizaje instrumental (caja de Skinner usando sacarosa al 5%).?%° Furlong y
col., en 2016, realizaron un estudio con ratas macho Wistar (PN 27), exponiendo a
tolueno 10000 ppm, 1 h diario, 3 dias a la semana, durante 4 semanas y 8 dias
después se realizaron pruebas de auto aprendizaje Pavloviano en la caja de skinner
utilizando un estimulo auditivo, sin encontrar diferencias significativas en el

aprendizaje inicial en relacion con el grupo control.?6”

También estudiamos en este trabajo la memoria declarativa de tipo episddica en
roedores, usando el modelo de reconocimiento del objeto novedoso, en donde ya se
comentd que los roedores, de manera natural, prefieren el objeto novedoso sobre el
objeto familiar. Al igual que en el protocolo de autoaprendizaje en la caja de Skinner,
todos los grupos se sometieron a la prueba en condiciones basales antes de la
exposicion al disolvente (a la hora y a las 24 horas), y posteriormente, después de
un mes de exposicidon, ya sea tolueno o a aire, se realiz6 nuevamente la prueba con

otros objetos.
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La prueba del objeto novedoso se sistematizO adecuadamente, en las pruebas
basales hubo diferencia significativas en algunos grupos entre el EOF y EON, pero
esos hallazgos cumplen con el objetivo de la prueba, es decir, que tengan
preferencia sobre el objeto novedoso. En relaciéon al indice de preferencia todos
estuvieron por encima del 50%, lo que nos indica que tuvieron preferencia por el

objeto novedoso.

Cuando se volvieron a realizar las pruebas de reconocimiento del objeto novedoso
posterior a un mes de la aplicacion del disolvente o aire, volvimos encontrar datos
similares que en las pruebas basales, ya que nuevamente el indice de preferencia se
mantuvo por arriba del 50%, por lo que podemos considerar que no hubo

alteraciones en la memoria declarativa de tipo episddica en este grupo de roedores.

Nuestros resultados no concuerdan con otros estudios, aunque hay diferencias
muy marcadas en los diferentes protocolos. Por ejemplo Heung Seo y col., en 2010
administraron tolueno 500mg/kg, i.p. a ratones macho adultos C57B2/6 realizando la
prueba del objeto novedoso a las 24 h y 4 dias después del tolueno, demostrando
una disminucién significativa de la memoria en el reconocimiento del objeto
novedoso; 2% similares resultados se observaron en el estudio de Shwey y Fujimaki
en 2012, cuando se administré tolueno a dosis de 300 mg/kg, i.p, una hora antes de
la fase de retencién.?®3 Huerta-Rivas y col., en el 2012 expusieron a ratas Wistar a
tolueno en concentraciones de 1000, 2000, 4000 y 6000 ppm en una sola ocasion
por 30 minutos y 30 minutos después se realizd la prueba, encontrando diferencias
significativas en el indice de reconocimiento en todos los grupos; en el mismo estudio
se administrd tolueno a una concentracion de 6000 ppm durante 30 min por 12 dias
(en ratas adolescentes de PN 25 al 35 y en ratas jovenes del PN 43 al 56) y al
realizar la prueba a las 24 h, encontraron diferencias significativas en relacion con el
grupo control.?%4, El grupo de Paez-Martinez en 2017, hizo un estudio con ratones
macho Swiss Webster (PN 35-40), exponiéndolos a tolueno 1000, 2000, 4000 y 6000
ppm durante 30 min una sola vez y posteriormente realizaron la prueba de

reconocimiento del objeto novedoso, demostrando alteraciones en la memoria a
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partir de 2000 ppm; en este mismo estudio se administré tolueno de manera cronica
a concentraciones 2000 y 4000 ppm durante 30 min por 5 dias a la semana por 4
semanas, realizando la misma prueba de memoria cada semana, demostrando

alteraciones significativas en la memoria en relacion con el grupo control.?%8,

En nuestro trabajo se hicieron las pruebas tanto en condiciones basales previo a la
exposicion a tolueno, como una vez transcurrido el mes de tratamiento y no vimos
cambios en el comportamiento de la prueba, ya que todos los indices de preferencia

en general estan por arriba del 50% y sin cambios con relacién al grupo control.

Un aspecto importante a considerar en nuestro estudio es la edad que tenian las
ratas al exponerlas al tolueno, ya que el desarrollo del SNC es fundamental para la
memoria y el aprendizaje, por lo que entre mas temprano en el desarrollo del SNC se
exponga al tolueno es mas factible que haya alteraciones en la memoria, y en
nuestro caso eran ratas adultos jovenes con un SNC ya desarrollado; ademas, se
podria considerar la administracion de una dosis mas elevada de tolueno, ya que al
parecer una dosis promedio de consumo no provoco alteracion, o en su defecto se

podrian hacer administraciones por tiempo mas prolongado.

Es posible que exista un mecanismo compensador en el SNC posterior a la
administracion de tolueno, ya que en varios estudios se ha demostrado un
incremento en la expresion de receptores NMDA principalmente en las subunidades
GIuN2A y GIuN2B. 254256 Qtros estudios también han demostrado un incremento de
glutamato en varias regiones del SNC,>*5 y sugieren que este incremento podria
activar a los NMDAr en las neuronas post sinapticas como otro mecanismo
compensador. En nuestro caso, todos estos mecanismos pudieron haber sido los
responsables de que no se presentaran una pérdida significativa de la memoria, por

lo que seria interesante hacer mas estudios al respecto.
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10. Conclusiones

e Se sistematizaron la prueba de autoaprendizaje y la prueba de reconocimiento

del objeto novedoso de manera adecuada.

e |a exposicion a tolueno 4000 ppm no afectd la actividad locomotora de los

animales, previo al inicio de las pruebas de memoria.

e La exposicién a tolueno 4000 ppm, no tuvo efectos significativos sobre la
pérdida de la memoria declarativa de tipo episddica, usando el modelo de

reconocimiento del objeto novedoso.

e La exposicidon a tolueno 4000 ppm, no tuvo efectos significativos sobre la
pérdida de la memoria a largo plazo de tipo no declarativa, a través del
condicionamiento clasico e instrumental, utilizando la prueba de auto

aprendizaje, en la caja condicionante de Skinner

e El grupo de ratas de 7-8 meses presentaron una disminucion significativa de la
memoria tanto en el grupo control como en el expuesto a tolueno, en la prueba
de auto aprendizaje en la caja condicionante de Skinner, lo cual quizas estuvo
relacionado con la edad y con el tiempo que transcurrié entre que aprendieron

la prueba y que se volvié a realizar la evaluacion.
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