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[V. Resumen

Se ha reportado que los adolescentes que abusan o dependen de inhalables son
significativamente mas propensos a tener episodios de depresion mayor e intentos de suicidio, en
comparacion con los adolescentes que nunca han inhalado estos compuestos. Es dificil determinar
si la depresidn es un factor predisponente o una consecuencia del abuso de inhalables. A pesar de
ello, a la fecha, no hay estudios encaminados a analizar las acciones de los inhalables en modelos
animales de depresion.

El objetivo principal del presente trabajo fue analizar los efectos de la inhalacion del tolueno
en dos modelos animales de depresidn: a) la prueba de nado forzado; y b) la prueba de suspensién
de la cola. Para ello se realizaron dos series de experimentos. Por un lado, se expusieron ratones
macho a tolueno (0, 500, 1000, 2000 y 4000 partes por millén (ppm)) en una cdmara de exposicion
estatica durante 30 min, e inmediatamente después se evaluaron en cada uno de los modelos de
depresion durante 5 minutos. Los resultados se compararon con los obtenidos con ratones tratados
con antidepresivos clasicos como la clorimipramina (CMI) y la desipramina (DMI) (0-10 mg/kg i.p.); y
la ketamina (0-50 mg/kg i.p.), un antagonista NMDA con actividad antidepresiva. Los resultados
mostraron que el tolueno produce un efecto antidepresivo que se manifiesta como una disminucion
significativa, y dependiente de la concentracion del tiempo total de inmovilidad. Estos efectos fueron
similares a los producidos por los tres antidepresivos usados como referencia. Por otro lado, una vez
obtenidas las curvas dosis-respuesta de cada compuesto individual, se combinaron dosis
subefectivas de los antidepresivos con una concentracion, también subefectiva, de tolueno en
experimentos individuales. Los resultados mostraron que los ratones expuestos a las combinaciones
de CMI + tolueno y DMI + tolueno, en ambos modelos, no presentaron un sinergismo en el tiempo
total de inmovilidad. Por el contrario, la combinacién de ketamina + tolueno si presenté un
sinergismo, manifestado como una disminucion significativa del tiempo de inmovilidad, en ambos
modelos de depresion.

En conclusion, se puede decir que el tolueno produce efectos tipo antidepresivo, los cuales
deberan ser caracterizados con mayor profundidad tanto farmacolégica como conductualmente en
estudios futuros.



Capitulo 1. DEPRESION
1.1 Definicion

El Manual Diagnostico y Estadistico de Enfermedades Mentales, el DMSIV (1998), define a la depresion
como un estado de alteracion del estado de animo que se caracteriza por la presencia de sentimientos de
tristeza, desesperanza o abandono, anhedonia (incapacidad para sentir placer), alteraciones del suefio, agitacion
o retardo psicomotor, fatiga, sentimientos de culpa, abatimiento cognitivo, incapacidad para concentrarse e ideas

recurrentes de muerte o suicidio.
1.2 Clasificacion

De acuerdo a su origen, la depresion puede clasificarse de la siguiente manera:
- Depresion reactiva: también conocida como secundaria, es la mas comun y se presenta en respuesta a
un factor ambiental como el estrés, enfermedad y otros.
- Depresion enddgena: se debe a un trastorno bioquimico, debido a que no se reconoce una causa
aparente en el ambiente.

- Depresion asociada a alguna enfermedad o al consumo de sustancias.

Para establecer que existe un cuadro depresivo es necesario que el paciente manifieste un conjunto de
sintomas como los siguientes: pérdida de interés por actividades que antes le resultaban placenteras, tristeza la
mayor parte del dia durante todos los dias, durante al menos dos semanas, pérdida o ganancia de peso,
insomnio y/o hipersomnia, agitacion o retardo motor, fatiga o pérdida de energia, sentimientos de culpa o
preocupacion injustificada, pérdida de la concentracion, pensamientos de muerte o suicidio e intentos de suicidio.
Estos sintomas deben presentarse casi todos los dias.

ElI DMS-IV clasifica a los trastornos depresivos de la siguiente manera:

- Trastorno depresivo mayor. se caracteriza porque al menos se presenten 5 de los sintomas mencionados

anteriormente durante al menos 2 semanas, sin que se haya manifestado algun episodio de mania, un
episodio mixto o uno de hipomania. A éste se le conoce como desorden depresivo mayor simple,
mientras que, el desorden depresivo mayor recurrente, se caracteriza por la presencia de dos 0 mas
episodios depresivos, ademas, la diferencia entre estos episodios es un intervalo de por lo menos dos
meses consecutivos en los que no se redinen los criterios para diagnosticar un episodio depresivo mayor.

1



- Desorden distimico: en donde el paciente se encuentra deprimido crénicamente durante la mayor parte

del dia al menos 2 afios. Se acompafia de trastornos alimenticios, del suefio, fatiga, disminucién de la
autoestima, pérdida de la concentracion, sentimientos de desesperanza, desint-erés y autocritica

prominente.

- Desorden depresivo no_especificado: se incluyen los desérdenes que no alcanzan los criterios de
depresion mayor, distimia, desorden de ajuste con depresion y ansiedad. Dentro de esta clasificacion se
consideran:

i) El desorden disférico premenstrual. en cada ciclo menstrual, durante al menos un afio, se presentan
los siguientes sintomas: estado de animo deprimido, ansiedad marcada, labilidad afectiva,
irritabilidad, aumento de conflictos interpersonales, disminucion del interés por las actividades que se
realizan rutinariamente, dificultad para concentrarse, fatiga o pérdida de energia y percepcién de
estar fuera de control. También se presentan alteraciones vegetativas como cambios en el apetito
(aumento de la ingesta de alimento), hipersomnia o insomnio, acompafiado de dolor de cabeza, dolor
muscular, aumento de peso, entre otros. Estos sintomas deben presentarse de manera continua a lo
largo de un afio durante los ciclos menstruales, apareciendo una semana antes de la menstruacion y
una semana después de la misma.

i) Desorden depresivo menor. Se consideran a los episodios que se caracterizan por la presencia de
humor deprimido durante la mayor parte del dia, todos los dias o una disminucién del interés por
todas o casi todas las actividades cotidianas. Uno de los sintomas deber ser acompafiado de otro de
los requeridos para la clasificacién de estado depresivo mayor, presentar menos de cinco de los
sintomas mencionados anteriormente y presentarse de manera continua durante al menos dos
semanas.

i) Desorden depresivo breve recurrente: son episodios depresivos de duracién de dos dias minimo y
dos semanas maximo, ocurren por lo menos una vez al mes durante doce meses continuos y no
estan asociados con el ciclo menstrual.

iv) Desorden depresivo de esquizofrenia post-psicética: este episodio de depresidn mayor ocurre en la
fase residual de la esquizofrenia.

Si los desordenes mencionados se presentan con episodios de mania (humor euférico, anormal y
persistente elevado, expansivo o irritable) alternados con episodios de depresidn, se les considera desérdenes
bipolares y son clasificados en: desorden bipolar tipo |, desorden bipolar tipo Il, desorden ciclotimico y desorden
bipolar no especificado.



1.3 Hipdtesis monoaminérgicas de la depresion

Las primeras teorias acerca de la etiologia de la depresion se refieren a que este padecimiento esta dado
por una deficiencia de monoaminas. Diversos reportes sefialan que el sistema noradrenérgico y el sistema
serotoninérgico se encuentran alterados en la depresion. Estos sistemas parecen tener un papel importante tanto
en la fisiopatologia de la depresién como en el mecanismo de accién de la mayoria de los tratamientos

antidepresivos (Garlow y cols., 1999).

1.3.1 Hipétesis catecolaminérgica

Esta hipdtesis propone que en la depresion hay una deficiencia importante de catecolaminas. Antes de
hablar de las evidencias que apoyan esta teoria, conviene hacer una breve revision del sistema de
neurotransmision noradrenérgico.

La noradrenalina (NA) se clasifica dentro de las catecolaminas, que son neurotransmisores que poseen
un nucleo catecol (un anillo de grupo benceno con dos grupos hidroxilo adyacentes) y un grupo amino. En este
grupo también se encuentran la dopamina (DA) y la adrenalina (A) (Feldman y cols., 1996). La NA se sintetiza a
partir de un aminoacido aromatico, la tirosina, que es hidroxilada a L-DOPA mediante una reaccion catalizada por
la enzima tirosina hidroxilasa (TH) y que constituye el paso limitante en la sintesis de catecolaminas. En la
siguiente reaccién, se forma DA a partir de L-DOPA mediante un proceso de descarboxilacion; esta reaccién es
catalizada por la enzima L- descarboxilasa de los aminoacidos aromaticos (AADC). En las neuronas
dopaminérgicas éste es el paso final de la ruta biosintética, mientras que en las neuronas noradrenérgicas se
necesita la incorporacién de un grupo hidroxilo al grupo amino de la DA, dando lugar a la formacion de NA
mediante la enzima dopamina-f3- hidroxilasa (DBH). Finalmente, la NA es transformada en A a través de un
proceso de N-metilacion en una reaccion catalizada por la enzima fenil-etanol-amina n-metil-tranferasa (PNMT)
(Feldman y cols., 1996) (Fig. 1).

De manera general, los nucleos cerebrales que contienen NA son el locus coeruleus, el tracto solitario y
el sistema lateral tegmental. De acuerdo a la nomenclatura propuesta por Dahlstrom y Fuxe (1964), los grupos
celulares A, al A, corresponden a neuronas noradrenérgicas. Estos grupos neuronales proyectan sus axones a
diversas estructuras del sistema nervioso central y auténomo (Feldman y cols., 1996). En particular, los cuerpos
de las neuronas noradrenérgicas en el cerebro humano estan localizados basicamente en el tallo cerebral, en el
area conocida como locus coeruleus que es de donde salen las proyecciones hacia la corteza frontal y la corteza

limbica.
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Figura 1. Sintesis de los neurotransmisores catecolaminérgicos: dopamina, noradrenalina y adrenalina.

La adrenalina actua sobre multiples receptores. Estos receptores poseen 7 dominios transmembranales y
estan acoplados a proteinas G. De manera general, se clasifican en receptores a y 3, de los cuales a su vez, se
pueden distinguir varios subtipos. Los receptores o se dividen en dos familias, los o y los o,. Los o, se
localizan post-sinapticamente, mientras que los o, se encuentran tanto en la presinapsis (autorreceptores) como
en la post-sinapsis. Por otro lado, los receptores 3 se dividen en By, B2, ¥ B3y se localizan en la post-sinapsis.
Cuando los receptores son activados, los o, estimulan la formacion de IP,y la movilizacion de Ca* intracelular,
los receptores o, al ser estimulados disminuyen la formacion de AMPc, en tanto que los receptores

B, incrementan la formacién de AMPc (Feldman y cols., 1996; Stahl, 2000).



Los puntos de regulacion para la sintesis de noradrenalina son: 1) la enzima tirosina hidroxilasa (TH),
ésta constituye el paso limitante en la sintesis; 2) el transportador o bomba de recaptura de la NA (NAT); 3) el
autorreceptor o, que, al ser estimulado, inhibe la liberacion y sintesis del neurotransmisor; 4) la enzima
monoaminaoxidasa (MAO-A ) que degrada a la NA; y 5) la catecol-o-metil-transferasa (COMT) que degrada a la
NA una vez que ha sido liberada al espacio sinaptico.

La hipotesis catecolaminérgica de la depresion menciona, entre otras cosas, que “el estado depresivo
puede estar asociado a una deficiencia de la actividad noradrenérgica en sitios cerebrales importantes, mientras
que la mania puede estar asociada a un exceso del neurotransmisor” (Schildkraut, 1995). Existen varias
evidencias que apoyan esta hipdtesis, ya que se ha reportado que pacientes deprimidos tienen niveles mas bajos
del metabolito de la noradrenalina, el 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG), en comparacién con individuos no
deprimidos (Schatzberg y Schildkraut, 1995). Ademas, se ha observado que algunos individuos con depresion
bipolar tipo | manifiestan sintomas de depresién cuando se les administran farmacos que disminuyen los niveles
de catecolaminas (Garlow y cols., 1999). Por otro lado, individuos no deprimidos pueden presentar sintomas de
depresion cuando se les administra reserpina, un inhibidor de la formacién de vesiculas de catecolaminas que se
usa para tratar la hipertension arterial. Asimismo, algunos pacientes deprimidos responden al tratamiento con
inhibidores de la recaptura de NA, mientras que si se les depletan los niveles de NA con a-metil-p-tirosina, un
inhibidor de la enzima TH, reaparecen los sintomas depresivos (Miller y cols., 1996).

Algunos estudios reportan el aumento de la densidad del receptor o,-adrenérgico en plaquetas de
pacientes deprimidos sin tratamiento (Garcia-Sevilla y cols., 1990). En estudios post-morten, se ha observado un
incremento en el numero de receptores adrenérgicos a, en individuos suicidas (Meana y cols., 1992). Estos
descubrimientos han llevado a proponer que la regulaciéon elevada de los receptores o, es reflejo de la
disminucion en la actividad de las neuronas noradrenérgicas por la disminucién de la liberacién de NA en el SNC.

De manera interesante, varios tratamientos antidepresivos tienen como consecuencia la regulacion a la
baja de los receptores adrenérgicos 3 y/o el desacople del receptor con su sistema de transduccion (Garlow y
cols., 2001). Cabe mencionar, sin embargo, que existen reportes que sefialan que tras la administracién de
antidepresivos existe una regulacion a la alta de algunos sistemas de sefializacién celular, lo cual sugiere que
tanto en la depresion como con los tratamientos antidepresivos, existen cambios plasticos cerebrales (Duman,
1999).



1.3.2 Hipétesis serotoninérgica
La serotonina es una indolamina, también llamada 5-hidroxitriptamina (5-HT). Fue aislada por primera vez
por Page y colaboradores en 1976 y le dieron el nombre de serotonina porque es una sustancia vasoconstrictora
liberada por las plaquetas en la sangre coagulada. La 5-HT se sintetiza a partir de su precursor, el aminoacido
esencial L-triptofano por la accion de la enzima triptofano hidroxilasa, dando lugar al 5-hidroxitriptofano (5-HTP).
Este metabolito intermedio es descarboxilado por la accién de la enzima descarboxilasa de los

aminoacidos L-aromaticos, formando la 5-hidroxitriptamina (5-HT) (Feldman y cols., 1996) (Fig. 2).
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Figura 2. Sintesis de la serotonina.

Los principales grupos celulares que contienen neuronas serotoninérgicas en el humano estan en el tallo
cerebral en un drea conocida como los nucleos del rafé, particularmente en el rafé dorsal, de donde salen
proyecciones hacia la corteza frontal, a los ganglios basales, al area limbica, al hipotdlamo y a neuronas
descendentes hacia la médula espinal.

Se han clonado 16 tipos de receptores serotoninérgicos en diversos tejidos de mamiferos (Barnes y
Sharp, 1999). Los receptores pueden diferenciarse, entre otras cosas, por sus sistemas de segundos mensajeros.

La mayoria de los receptores posee siete dominios transmembranales. Estos receptores estan acoplados



a proteinas G y se dividen en siete subfamilias, (identificadas por los subindices 1 a 7), de las cuales sélo la del
receptor 5-HT,, es ionotrdpica. La subfamilia de receptores 5-HT, es la mas grande con 5 subtipos (5-HT,,, 5-
HT,s, 5-HT,p, 5-HT e y 5-HT,;), que cuando son estimulados, inhiben la actividad de la enzima adenilato ciclasa y
con esto disminuyen la produccién de AMPc. La familia de receptores 5-HT, posee tres subtipos, 5-HT,,, 5-HTz y
5-HT,. acoplados al sistema de transduccion de la fosfolipasa C (Baez y cols., 1995). De todos los receptores
descritos hasta la fecha, los que se han relacionado mas claramente con la depresion son los 5-HT,,y 5-HT 5 y
los receptores 5-HT,, y 5-HT,..

Los sitios de regulacién de la sintesis de 5-HT son: 1) la activacion del receptor 5- HT,, presinaptico,
localizado en los somas y en las dendritas, inhibe la frecuencia de disparo neuronal; 2) la activacion del
autorreceptor 5-HT,5 que se localiza en los botones sinapticos inhibe la liberacion del neurotransmisor; y 3) el
transportador de serotonina (SERT) recaptura este neurotransmisor y lo introduce a la vesicula, mientras que la
enzima MAO lo degrada formando el metabolito acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA).

Se sabe que un mal funcionamiento del sistema serotoninérgico esta relacionado con el desorden
depresivo y que la interaccion con este sistema es parte del mecanismo de accion de varios antidepresivos. Por
ejemplo, se ha reportado que algunos pacientes con depresion mayor y depresion post-parto tienen niveles bajos
del aminoacido L-triptofano, que es el precursor de la sintesis de serotonina (Maes y cols., 1990). De igual forma,
una reduccion en la disponibilidad de L-triptofano plasmatico puede inducir sintomas de depresion en sujetos que
han sido tratados con antidepresivos que son inhibidores de la recaptura de serotonina (ISRS) (Garlow y cols.,
1999). Un efecto similar se ha reportado en individuos sanos (Delgado y cols., 1990). Otros estudios reportan
niveles bajos del acido 5 hidroxi-indolacético, (5-HIAA), el principal metabolito de la 5-HT, en individuos que
intentaron o cometieron suicidio a través de medios violentos (Gibbons y Davis, 1986; Van Praag, 1982). En
conjunto, estos datos sugieren que, en la depresidn, los niveles de serotonina se encuentran disminuidos.

Hasta el momento, el receptor 5-HT,, es el mas estudiado, tanto en humanos como en animales. En el
humano se ha descrito un incremento en la Bmax de este receptor en la corteza frontal de individuos que
cometieron suicidio (Matsubara y cols., 1991). Asimismo, se ha reportado que farmacos que se comportan como
agonistas parciales de este receptor, como la buspirona y la gepirona, son buenos antidepresivos (Hervas y
Artigas, 1998).

Por otro lado, se han realizado estudios en donde se evalua la actividad del SERT vy los niveles de
algunos receptores serotoninérgicos como el 5-HT,, y el 5-HT,, en pacientes deprimidos. Aunque los resultados
de estos estudios son variables, se ha visto que existe una disminucion del numero y la afinidad del transportador
de serotonina en plaquetas de pacientes y en estudios post-morten (Ellis y Salmond, 1994). En cuanto al receptor
5-HT,,, se han hecho estudios en plaquetas y en el SNC que sefialan un aumento en la unién maxima a este
receptor en pacientes deprimidos, asi como en individuos que cometieron suicidio (Biegon y cols., 1990). Se
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sugiere que este aumento en el numero de receptores es un mecanismo adaptativo para compensar los niveles
bajos del neurotransmisor. Por otra parte, estudios realizados en animales de laboratorio reportan que el
tratamiento cronico con diferentes clases de antidepresivos produce una regulacién a la baja del receptor 5-HT,,
en el SNC (Cowen y cols., 1987).

A pesar de las evidencias mencionadas con anterioridad, en las que algunas reflejan cémo el sistema
noradrenégico y serotoninérgico influyen de manera muy importante en el establecimiento y desarrollo de la
depresion, otras evidencias no son muy claras. Esto nos indica que la depresién es un trastorno muy complejo y
no se sabe bien de qué forma afecta a estos sistemas, o si otros sistemas de neurotransmision estan
involucrados. Por lo anterior, recientemente, algunas investigaciones se han enfocado a evaluar otros sistemas

de neurotransmision, como es el caso del sistema glutamatérgico.

1.4. Sistema glutamatérgico y depresion

El aminoacido glutamato es el principal neurotransmisor excitador del SNC. Se sintetiza a partir de la
glutamina. Este neurotransmisor estd involucrado en la transmision sinaptica rapida, pero también en la
plasticidad y transmision cognitiva. Hay dos familias de receptores glutamatérgicos, los ionotropicos y los
metabotropicos. Los tres receptores ionotrdpicos se distinguen farmacoldgicamente porque unen especificamente
a los agonistas N-metil-D-aspartato (NMDA), acido kainico (KA) y &cido propidnico a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazole (AMPA). Con base en esto se les conoce como receptores NMDA, kainato y AMPA, respectivamente.
La activacion de estos receptores permite la apertura de un canal y el paso de corrientes catiénicas (Na*, K*). El
receptor NMDA permite, ademas, la entrada de Ca* pero s6lo después de que se ha dado una depolarizacion
inicial que evita el blogqueo tonico del receptor dado por Mg*. En cuanto a los receptores glutamatérgicos
metabotrépicos (mGIuRs) proveen otro nivel de complejidad en la respuesta a través de segundos mensajeros
como el fosfoinositol (Pl) y el AMPc (Cotman y cols., 1995).

El subtipo de receptor NMDA incluye dos tipos de subunidades NMDAR1 (también conocido como NR1)
de las cuales han sido clonadas diversas variantes, y la familia de subunidades NR2, que esta compuesta por los
subtipos 2A, 2B, 2C y 2D. Las subunidades NR2 son modulatorias y no forman canales homoméricos, sino que
se combinan con las subunidades NR1 para formar canales heteroméricos. En el cerebro existe una distribucion
amplia de la subunidad NR1, mientras que las subunidades NR2 muestran un patrén espacial y temporal
diferente en el cerebro en desarrollo y en el adulto (Cotman y cols., 1995).

Recientemente, algunas investigaciones han involucrado a los receptores glutamatérgicos del subtipo
NMDA en la patofisiologia de la depresion mayor y el mecanismo de accion de tratamientos antidepresivos
(Skolnick y cols., 1996). Varios estudios preclinicos muestran que algunos antagonistas del receptor NMDA son
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efectivos en modelos animales de depresion que pueden predecir actividad antidepresiva en humanos (Layer y
cols., 1995; Meloni y cols., 1993; Moryl y cols., 1993; Papp y Moryl, 1994, 1996; Przegalinski y cols., 1997; Trullas
y Skolnick, 1990). Estudios in vitro han demostrado que farmacos antidepresivos como la imipramina, la
amitriptalina y el opipramol se unen a receptores NMDA (Sills y Loo, 1989), inhiben la unién de ligandos al
receptor NMDA (Reynols y Millar, 1988) y, por lo tanto, reducen las corrientes iénicas activadas por NMDA (White
y cols., 1990) y la consecuente entrada de calcio (Cai y McCaslin, 1992). Reportes in vivo muestran que
antidepresivos como la imipramina previenen la muerte celular inducida por NMDA (Leander, 1989), y se ha
sugerido que su efecto fisioldgico como antagonistas NMDA esté relacionado con una interaccién con el sitio de
glicina (Kitamura y cols., 1991; Nowak y cols., 1993).

A pesar de las evidencias de que los antagonistas de los receptores NMDA tienen actividad
antidepresiva, este punto ha recibido poca evaluacion clinica. Estudios preliminares con amantadita (Vale y cols.,
1971; Skuza y Rogoz, 2002), un antagonista NMDA débil, y D-cicloserina, un agonista parcial del sitio de glicina
insensible a estricnina del receptor NMDA (Crane, 1959, 1961), han mostrado que ambos compuestos tienen
propiedades antidepresivas. De igual forma, varios laboratorios han reportado que algunos antidepresivos pueden
modular la liberacion y/o recaptura de glutamato (Kim, 1982; Golembiowska y Zylewska, 1999).

Otro antagonista de los receptores NMDA que ha mostrado tener propiedades antidepresivas es la
ketamina (KT). A pesar de que la ketamina no se utiliza como un antidepresivo, Berman y colaboradores (2000),
reportaron que pacientes deprimidos que recibieron ketamina presentaron una disminucion de sintomas
depresivos 3 dias después de su administracién. Recientemente, Kudoh y colaboradores, en el 2002, confirmaron
el efecto antidepresivo de la ketamina en un estudio con pacientes sometidos a cirugia.

En conjunto, estos datos sugieren que los antagonistas NMDA pueden estar involucrados en la
patogénesis de la depresidn, y a diferencia de los antidepresivos que actian a través de los sistemas adrenérgico
ylo serotoninérgico, los antagonistas NMDA parecen tener un efecto inmediato, lo cual los convierte en una nueva

aproximacion para las terapias antidepresivas (Papp y Moryl, 1994).

1.5 Tratamiento de la depresion

El descubrimiento de los primeros farmacos con actividad antidepresiva fue de manera azarosa. En los
afos 50 se estaban desarrollando por un lado, un farmaco para tratar la tuberculosis (la iproniazida) y por otro,
uno para tratar la psicosis (la imipramina), sin embargo se comprobd que aunque no eran eficaces en los
pacientes con tuberculosis o psicosis, si tenian efectos benéficos en pacientes deprimidos (Bush-Sanders y
Mayer, 2000). Estas observaciones permitieron realizar estudios especificos enfocados a evaluar las propiedades



antidepresivas de estos compuestos y a su vez, dieron la pauta para el disefio de otros compuestos (Berman y
cols., 1999). Los antidepresivos pueden clasificarse de la siguiente manera:

- Antidepresivos triciclicos (ATC)

- Inhibidores de la monoaminoxidasa (IMAQ’s)

- Inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS’s)

- Inhibidores selectivos de la recaptura de noradrenalina (ISRN’s)

- Inhibidores de la recaptura de noradrenalina y dopamina (IRND’s)
Recientemente, ademas, se han propuesto a los antagonistas NMDA como antidepresivos de posible utilidad

clinica.

Dentro de los antidepresivos triciclicos se encuentran farmacos que en su estructura quimica poseen tres
anillos. EI mecanismo por el que actuan, es a través de inhibir la recaptura tanto de noradrenalina (NA) como de
serotonina (5-HT), aunque también tienen la particularidad de bloquear receptores colinérgicos (muscarinicos),
receptores a histamina del tipo 1 (H,) y receptores o, adrenérgicos. Estas tres propiedades farmacoldgicas son
las responsables de sus efectos adversos como son: hipotension y mareos (por la interaccion con receptores o
adrenérgicos); boca seca, vision borrosa, retencion urinaria y constipacion (porque interactuan con receptores
muscarinicos); sedacion, aumento o disminucion de peso (por la interaccion con los receptores H,) (Stahl, 2000).

En este grupo se encuentran varios farmacos como la desipramina (DMI) que es un inhibidor de la
recaptura de NA (Fig. 3), mientras que la clorimipramina (CMI) es preferencialmente un inhibidor del transportador
de 5-HT (Fig. 4) (Stahl, 2000).
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Figura 3. Estructura quimica del antidepresivo triciclico desipramina y su presentacion farmacéutica comercial.

10



Anafranil
25 mg

Clomipramina,
clorhidrato

| .
40 grageas 25 mg () NOVA R.-T [ 5

Figura 4. Estructura quimica del antidepresivo triciclico clorimipramina y su presentacion farmacéutica comercial.

1.6. Modelos animales para el estudio de la depresion

Un modelo se define como una preparacion experimental que se desarrolla en una especie con el
propdsito de estudiar una condicién que se presente en otra especie. Dentro de los modelos animales hay un
grupo conocido como simulaciones que tiene el propdsito de imitar las condiciones humanas, incluyendo las
patoldgicas. En este caso, reproducir la gran mayoria de las condiciones que se presentan en desérdenes

psiquiatricos como son los signos y sintomas de un sindrome en particular (Geyer y Markou, 1995).

Willner en 1994 propone una serie de criterios para poder validar modelos animales de simulaciones los cuales
incluyen:

- Criterio de validez predictiva: implica que todas las manipulaciones que modifican el estado patoldgico en
los humanos también deben hacerlo en el modelo. Esto significa que una prueba debe ser sensible y
especifica para detectar farmacos con actividad terapéutica similar.

- Criterio de validez de apariencia: el modelo debe reflejar una similitud fenomenoldgica entre éste y los
sintomas especificos que se presentan en la condicion humana; es decir, no debe mostrar caracteristicas
que no se observen clinicamente.

- Criterio de constructo o validez hipotética: implica que las hipdtesis de la etiologia del trastorno, deben de
servir como fundamento para el modelo.

En el caso particular de los modelos de depresion, destacan dos: el modelo de nado forzado y el de la suspensién

de la cola.

1.6.1. Modelo de Nado Forzado
La prueba de Nado Forzado fue desarrollada para predecir la eficacia de farmacos antidepresivos en
ratas y ratones, y consiste en forzar a ratones a nadar en cilindros con agua, de los cuales no pueden escapar.

Después de un tiempo, los ratones adoptan una postura de inmovilidad claramente identificable, en donde
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realizan solo aquellos movimientos que los mantienen con la cabeza por encima de la superficie. La inmovilidad
que los animales presentan frente a una situacion inescapable refleja un estado de “desesperanza conductual’.
Esta desesperanza es similar al estado de abandono que presenta un individuo deprimido (Porsolt y cols., 1977a,
b). En la prueba de nado forzado se ha observado que el tratamiento con antidepresivos que son efectivos en
humanos, disminuye el tiempo de inmovilidad en los animales, por lo que esta respuesta se considera como un
efecto de tipo antidepresivo.

En el presente trabajo se empled como modelo experimental el modelo de Nado Forzado porque cumple con los
siguientes criterios de validez:

1. Criterio de validez predictiva: permite identificar farmacos con actividad antidepresiva tales como los
triciclicos, los inhibidores de la monoaminooxidasa y otros tipos de antidepresivos, a la vez que puede
detectar que farmacos que no tienen actividad antidepresiva, como las benzodiacepinas, no son activos
en este modelo (Cryan y cols., 2005).

2. Criterio de apariencia, porque la inmovilidad que los animales presentan en este modelo, refleja estados
de animo bajo o desesperanza, que también se muestran en pacientes con depresion.

3. Criterio de constructo: en este modelo, al igual que lo que sucede en la depresion en humanos, una
situacion estresante juega un papel importante en la fisiopatologia de la depresion.

Ademas, los datos obtenidos en este modelo son facilmente reproducibles y las variables en estudio pueden

medirse con facilidad y objetivamente.

1.6.2. Modelo de Suspension de la Cola

Esta prueba fue elegida por representar una versiéon automatica de la prueba de nado forzado. Fue
descrita por Steru y colaboradores en 1985 y se basa en que un animal normal es sometido a una situacion
aversiva de la que no puede escapar en la que alterna entre dos tipos de conductas, actividad e inmovilidad.
Estas pueden ser una “conducta de busqueda” caracterizada por una actividad motriz intensa y gasto de energia,
y una ‘conducta de desesperanza” caracterizada por inmovilidad y ahorro de energia. Los farmacos
antidepresivos modifican el balance entre esas dos formas de conducta aumentando la de busqueda. Las
principales ventajas de este procedimiento son: 1) el registro de una medida objetiva; 2) la sencillez del modelo;
3) los resultados concuerdan con la prueba de Nado Forzado; y 4) es un modelo sensible a un amplio rango de
dosis del farmaco.

Dos diferencias principales entre el modelo de suspension de la cola y el modelo de nado forzado son las
siguientes: 1) en la prueba de suspension de la cola no existe el riesgo de induccion de hipotermia en ratones
debido a que no hay inmersién en agua; y 2) la prueba de suspension de la cola es sensible a dosis mas bajas de

farmacos antidepresivos que la prueba de nado forzado (Steru y cols., 1985).
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En resumen, podemos darnos cuenta que la depresion es un trastorno que involucra varios sistemas de
neurotransmision incluyendo el sistema adrenérgico, serotoninérgico y glutamatérgico. De manera interesante el
tolueno es un farmaco que presenta actividad sobre estos sistemas. Para explicar estas similitudes, en la

siguiente seccion se describen algunas caracteristicas de este compuesto.
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Capitulo 2. TOLUENO

2.1 Inhalables: Definicion

El tolueno es una droga inhalable. Se definen como tales a las sustancias que son volatiles a temperatura
ambiente y que se administran por inhalacion con el fin de alterar la conciencia y el estado de animo y asi

alcanzar un estado alterado de conciencia (Dinwiddie, 1994).

2.1.1 Clasificacion
Hay varias formas para clasificar las sustancias quimicas que son sujeto de abuso por inhalacion.

Algunas de ellas las clasifican con base en su estructura quimica y otras con base en su uso comercial. Sin
embargo, debido a sus perfiles farmacoldgicos comunes y sus efectos conductuales pueden dividirse en tres
grupos (Balster, 1998):

- Alquil nitritos volatiles

- Oxido nitroso

- Disolventes volatiles, combustibles y anestésicos

2.2 Disolventes

2.2.1 Generalidades

La exposicion a los disolventes puede darse por entrar en contacto con estos compuestos en condiciones
laborales, por intoxicacion accidental y por inhalacién voluntaria. Cuando es en condiciones laborales el patrén de
exposicion es a bajas concentraciones (decenas o cientos de partes por millon; ppm) por periodos largos; por el
contrario, cuando se tiene una exposicién voluntaria es a concentraciones muy altas (miles de ppm) por periodos
muy breves (Grasso y cols., 1984; Marjot y McLeod, 1989).

Los disolventes son un grupo amplio con estructuras quimicas diversas. Dentro de ellos, un compuesto
prototipo, y que se emplea con mayor frecuencia como droga de abuso, es el tolueno (Balster, 1998) debido a
que se encuentran en productos de uso comercial, su posesion es legal, son baratos y la inhalacion de sus
vapores no se considera una conducta de alto riesgo. Esto los convierte en drogas de abuso de facil acceso
(Dinwiddie, 1994).

Los disolventes de abuso son sustancias que comparten algunas propiedades fisicoquimicas. En
términos generales se trata de liquidos que, por sus valores de coeficiente de particion, son hidrofébicos y de
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acuerdo con sus valores de presion de vapor, son compuestos volatiles a temperatura ambiente (Berkow y cols.,
1997).

2.3 Tolueno

2.3.1 Propiedades fisicoquimicas

El tolueno, metilbenceno, metilbenzol 6 feniimetano es un liquido incoloro con olor caracteristico. Su peso
molecular es de 92.13 g/mol. Tiene un densidad de 0.8669 g/cm® a 20°C y su punto de ebullicion, de 110.6°C.
Tiene una solubilidad en agua de 6.5 mmol/l, a 20°C, con un coeficiente de particion sangre/aire de 11.2-15.6, a
37°C y lipidos/sangre de 81-83. Su punto de fusion es de -95°C. Posee una presion de vapor de 28.4 mm Hg a
25°C (Arlien-Sgborg,1992; ASTDR, 1994).

CH,

Figura 5. Estructura quimica del tolueno.

2.3.2 Usos

El tolueno es un hidrocarburo aromatico producido principalmente durante la refinacién del petréleo, pero
también es un subproducto de la produccion de estireno. El tolueno comercial puede contener benceno en
pequefas cantidades, ahora usualmente menos de 0.01%. La parte principal es mezclada con combustible de
motor o usada en la sintesis de nitrotolueno, benceno, disocianato de tolueno y acido benzoico. Una menor parte
es empleada como disolvente. El tolueno es usado como portador de pigmentos en la industria grafica. Se
encuentra en productos de uso doméstico como el “thinner”, pinturas en aerosol, pegamentos, tintas y barniz de
ufias (Arlien-Sgborg, 1992; Flanagan, 1994; Budavari, 1996).

2.3.3 Farmacocinética

El tolueno se absorbe facilmente a través de los pulmones y el tracto gastrointestinal y, en menor
proporcion, a través de la piel. La absorcion en los pulmones depende de varios factores: del volumen respirado,
de la concentracion en el aire y el tiempo de exposicion, del coeficiente de particion (sangre/aire), del transporte
via sanguinea, la solubilidad en tejido y la tasa metabdlica (Istrand, 1975; Fiserova-Bergerova, 1985).
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La absorcion a través de la piel es menos importante, pero bajo ciertas condiciones puede contribuir
considerablemente a la absorcién total. Sin embargo, la absorcion por esta via es mas lenta que cuando se
inhala.

La absorcion por el tracto gastrointestinal es casi total, pero la concentracion sanguinea maxima se
alcanza de una manera mas lenta que cuando se inhala (Pyykkd y cols., 1977).

En humanos el tolueno puede ser detectado en la sangre después de una exposicién de sélo 10 s. Las
concentraciones en sangre aumentan rapidamente durante los primeros 10 a 15 min, alcanzando un nivel
completamente constante después de 25 min (istrand y cols., 1972). De acuerdo con Carlsson y Ljungquist
(1982) la cantidad retenida se correlaciona con la cantidad de la grasa corporal.

Una vez absorbido, la cantidad de tolueno distribuida a los diferentes tejidos dependen del coeficiente de
particion (tejido/sangre), de la perfusion, la duracion de la exposicion y la tasa de eliminacion. Los coeficientes de
particion son altos para la grasa retroperitoneal (113.16) y la médula dsea roja (35.43), comparados con el
cerebro (3.06). Como la perfusion en el cerebro es muy alta, los lipidos cerebrales reciben cantidades
considerables del disolvente (Arlien-Sgborg, 1992). Algunos estudios indican que la concentracion mayor de
tolueno se encuentra en el cerebro, seguida del higado y en menor concentracion, en la sangre. En el cerebro, las
concentraciones iniciales més altas de tolueno se encuentran en el tallo cerebral y el cerebro medio. Ya
distribuido, el tolueno es biotransformado en el higado y metabolizado por una oxidacion en la cadena lateral a
acido benzoico, via bencil alcohol y benzaldehido.

La mayor parte del acido benzoico es conjugada con glicina y excretada en la orina como &cido hipurico,
mientras que una pequefia cantidad es conjugada con &cido glucurénico y excretada en la orina como
benzoilglucurénido. Benignus (1981) sugirié que el 80% del &cido benzoico es excretado como &cido hipurico y
20% como acido benzoilglucurdnico, mientras otros han indicado que la conjugacién a &cido glucurdnico en

humanos es de menor importancia (Fig. 6) (Carlsson, 1982; Nomiyama y Nomiyama, 1974; Riihimaki, 1979).
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Figura 6. Ruta de biotransformacion del tolueno.

2.4 El tolueno como depresor del SNC

Se han realizado relativamente pocas investigaciones sobre los efectos de la inhalacion aguda de
concentraciones altas de disolventes durante periodos cortos con el objetivo de simular lo que ocurre cuando se
abusa de estas sustancias. Algunos de los avances que se han realizado estan basados en las evidencias que
muestran que algunos disolventes producen efectos conductuales y farmacoldgicos similares a los farmacos
depresores clasicos del SNC (Balster y Moser, 1987), que incluyen a los barbituricos, sedantes no-barbituricos,
benzodiacepinas y el alcohol. Entre estos efectos podemos mencionar los que se enlistan a continuacion:

2.4.1 Efectos sobre la actividad locomotora espontanea
Los estudios de actividad locomotora en los que se ha utilizado tolueno reflejan un efecto bifasico en
ratones, donde concentraciones bajas (500-1800 ppm) aumentan la actividad locomotora y exposiciones a

concentraciones mas grandes (3000 ppm) disminuyen la actividad (Kjellstrand y cols., 1985; Wood y Colotla,
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1990). Estos efectos también se han descrito para otras drogas depresoras del SNC como los barbituricos y las

benzodiacepinas (Evans y Balster, 1991).

2.4.2 Efecto ansiolitico

Se sabe que el tolueno produce un efecto ansioliico que ha sido evaluado en varios modelos
experimentales de ansiedad. Por ejemplo, en el laberinto elevado en forma de cruz, los animales pasan mas
tiempo en los brazos abiertos que en los cerrados (Bowen y cols., 1996). En el de Geller-Seifter (Geller y cols.,
1983), los ratones se acercan mas a un estimulo aversivo y en el modelo de conducta defensiva de
enterramiento, los ratones expuestos a tolueno entierran menos un electrodo (estimulo aversivo), después de
recibir un choque eléctrico de baja intensidad, que los animales control (Lopez-Rubalcava y cols., 2000). En estos
modelos el tolueno es mas potente como ansiolitico que otros disolventes como el benceno, tricloroetano (TCE) y
éter dietilico (Paez-Martinez y cols., 2003)

2.4.3 Efectos anticonvulsivantes

En estudios en los que se utilizé el agente proconvulsivante pentilentetrazol (PTZ), un antagonista de los
receptores GABA, @acido y-aminobutirico), se encontré que cuando se administra tolueno i.p. o por inhalacion a
ratones, aumenta la latencia de presentacion de convulsiones ademas de proteger contra los efectos letales del
PTZ (Wood y cols., 1984). En otro estudio se utilizd otro agente proconvulsivante, el acido N-metil-D-aspartico
(NMDA), que es un agonista glutamatérgico, y se observd que la inhalaciéon de tolueno (1000 a 6000 ppm)
durante 30 minutos protege contra las convulsiones y la muerte a ratones inyectados con NMDA (Cruz y cols.,
2003).

2.4.4 Propiedades estimulo-discriminativas

En estos experimentos se entrena a los animales durante varias sesiones para que discriminen entre los
efectos de la administracion de un farmaco y la de un vehiculo. Una vez que el animal recibe el farmaco de
referencia, el animal aprende a presionar una palanca para obtener comida, mientras que después de la
administracién del vehiculo, la obtiene sélo cuando presiona la otra palanca. Bajo este esquema se prueba la
sustancia en estudio con el fin de determinar si los animales perciben sus efectos como similares o diferentes a
los del farmaco de referencia. Si el farmaco probado produce un estimulo similar al de entrenamiento, se dice que
lo sustituye por lo que se asume que sus efectos son similares (lversen e Iversen, 1981). Se han examinado las
propiedades estimulo-discriminativas de algunos disolventes; entre ellos se ha evaluado a ratones entrenados
para discriminar inhalaciones o inyecciones de tolueno o un vehiculo. En ese estudio, Rees y colaboradores en

1987 reafirmaron que el tolueno comparte propiedades de estimulo con barbituricos como el pentobarbital y
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benzodiacepinas como el oxazepam, pero no con otros farmacos como la morfina. Esto confirma las evidencias

de las similitudes a la intoxicacion de los depresores clasicos del SNC.

2.4.5 Efectos reforzantes del tolueno

Existen varios modelos animales para el estudio de las propiedades reforzantes de compuestos en los
que se busca identificar una conducta que simule un efecto placentero o de “recompensa” y que provoca que esta
conducta se refuerce teniendo mayor probabilidad de que se repita (Nestler y cols., 2001). En el modelo de
autoadministracion, Weiss y colaboradores (1979) utilizaron monos ardilla y encontraron que el tolueno actuaba
como un reforzador positivo de la conducta, mientras que en el modelo de preferencia espacial condicionada
Funada y colaboradores, en 2002, asi como Gerasimov y su grupo, en 2003, demostraron en ratones y ratas,
respectivamente, que el tolueno en concentraciones de 700 a 5000 ppm, produce efectos de reforzamiento, es
decir, los animales despliegan una conducta para auto-administrarse la sustancia. Finalmente, en el modelo de
estimulacion intracraneal, el tolueno también demostré efectos reforzantes a concentraciones de 3600 y 7200
ppm en ratas (Bespalov y cols., 2003).

2.4.6 Conducta operante

Se ha observado que los efectos agudos de algunos disolventes sobre la conducta operante,
particularmente de los hidrocarburos aromaticos, son muy similares a los de las sustancias depresoras del SNC.
En estos experimentos se usa una respuesta especifica, como presionar una palanca, que es seguida por un
reforzante como recibir un “pellet’ de comida (Evans y Balster, 1991). Esto permite que los animales aprendan a
identificar estimulos diferentes y asi poder comparar compuestos.

Se investigd que la inhalacion de tolueno tiene efectos bifasicos sobre la conducta bajo control de varios
programas de reforzamiento, mostrando que a bajas concentraciones de tolueno (1000 ppm) aumenta la tasa de
intervalo fijo en ratones y ratas, mientras que a concentraciones altas (2000-3000 ppm) esas tasas disminuyeron
(Glowa, 1981; Glowa y cols., 1983). Estas investigaciones proporcionan evidencias adicionales que apoyan las

similitudes entre algunos disolventes y depresores del SNC.

2.4.7 Efectos sobre la nocicepcion

Recientemente, se ha estudiado el efecto del tolueno sobre la nocicepcion (dolor evaluado en animales)
mediante el modelo de la plancha caliente y el de pinzamiento de la cola, y se encontrd que el tolueno es un
compuesto pronociceptivo, y este efecto es mayor que el visto con otros disolventes (Cruz y cols., 2001; Paez-
Martinez y cols., 2003).
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2.4.8 Tolerancia

El estudio de los efectos del tolueno tras administraciones repetidas ha mostrado variaciones; mientras
algunos estudios muestran que el tolueno produce tolerancia, en otros se ha reportado que existe sensibilizacion,
también llamada tolerancia inversa, y en otros tantos se ha mostrado que no se producen efectos. Entre estos
estudios podemos mencionar el trabajo de Himnan (1984) que demostr6 que en ratas se desarrolla tolerancia, al
inhalar tolueno (1000 ppm) de manera crénica, que se manifiesta como disminucion de la actividad locomotora y
menor numero de las exploraciones al aire que el animal realiza (rearing), en comparacion con lo que se observa
en los animales expuestos una sola vez. Es decir, que provoca la disminucion en la magnitud de las respuestas y
un cambio en la curva concentracién-efecto. Por otro lado, también se identificd una sensibilizacion al tolueno
reflejada en un aumento en las respuestas y cambios en la curva concentracion-efecto. Sin embargo, existe otro
estudio en ratones expuestos repetidamente a tolueno (6000 ppm) en el que no hubo tolerancia a su efecto sobre
la conducta operante, pero si se observo una sensibilidad al tolueno (Moser y Balster, 1981). Taylor y Evans en
1985 utilizando monos, tampoco pudieron demostrar tolerancia a los efectos conductuales del tolueno. En

resumen, no existen estudios concluyentes acerca de la capacidad del tolueno de inducir tolerancia.

2.5 Mecanismo de accion del tolueno

El mecanismo de accién de los disolventes se comenzo a estudiar soélo recientemente. De acuerdo a
estudios conductuales realizados con animales de laboratorio y observando el proceso de intoxicacion de los
usuarios en humanos, se establecié que los disolventes tenian efectos similares a los de los depresores del SNC,
como los barbituricos, las benzodiacepinas y el alcohol (Evans y Balster, 1991). Con base en esto se propuso que
estas sustancias podrian compartir algunos mecanismos de accién. Los estudios de la ultima década indican que
el tolueno, que es el disolvente mejor estudiado, tiene un mecanismo de accion similar al del alcohol. Los

resultados se resumen a continuacion.

2.5.1 Efectos sobre receptores glutamatérgicos

Se han estudiado los efectos de diferentes disolventes sobre los subtipos de receptores a glutamato
(véase seccion 1.4), en particular sobre los NMDA (NR1/2B, NR1/2A y NR1/2C) y no-NMDA (GIuR1,
GluR1/GluR2 y GIuR6). Debido a esto se determind que el tolueno es capaz de inhibir las corrientes ionicas
inducidas por la activacion de los receptores glutamatérgicos NMDA de manera dependiente de la dosis con una
concentracion inhibitoria al 50% de 0.17 Mm. También el tolueno fue el mas potente en dicha inhibicidn
comparado con los demés disolventes. Esta inhibicion es no competitiva y los receptores no-NMDA (AMPA y
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kainato) no se inhiben a concentraciones superiores a 10 mM (Cruz y cols., 1998; 2000). Esto indica que existe

un efecto diferencial sobre subtipos de receptores glutamatérgicos.

2.5.2 Efectos sobre sistema noradrenérgico
Se detecto que tras la administracion de tolueno, las concentraciones de NA estan incrementadas en el
bulbo raquideo, cerebro medio e hipotalamo, asi como niveles aumentados de su metabolito el 3-metoxi-4-

hidroxifenilglicol (MHPG) en el hipotalamo (Rea y cols., 1984; Arito y cols., 1985; Riegel y cols., 1999).

2.5.3 Efectos sobre receptores 5-HT

Algunas evidencias muestran que el tolueno influye sobre el sistema serotoninérgico. Rea y
colaboradores en 1984, en un estudio en ratas en el que analizaron las concentraciones de 5-HT en todo el
cerebro después de la inhalacion de tolueno (0-1000 ppm), determinaron un incremento significativo en la
liberacion de 5-HT en algunas regiones cerebrales, como el cerebelo, el bulbo raquideo y el estriado. Por otro
lado, Arito y colaboradores (1985) encontraron que la administracion i.p. de tolueno (100 y 200 mg/kg) produce
insomnio e hiperactividad que esta asociada con concentraciones bajas de serotonina en la corteza frontal,
hipocampo y en el cerebro medio.

El subtipo de receptor 5-HT,, es el unico receptor serotoninérgico ionotropico y es blanco de accion del
etanol, por lo cual ha sido también foco de interés en la evaluacion del mecanismo de accién de los disolventes.
Recientemente, Lopreato y colaboradores estudiaron el efecto del tolueno sobre los receptores 5-HT, expresados
en ovocitos de rana y encontraron que el tolueno aumenta las corrientes activadas por la serotonina de manera

reversible y dependiente de la dosis, en concentraciones menores a 1 mM (Lopreato y cols., 2003).

2.5.4. Otros efectos

El tolueno también influye sobre otros sistemas de neurotransmisién como el dopaminérgico, el
GABAérgico y el gicinérgico. Se sabe que tras la inhalacién de tolueno hay un aumento en la concentracion de
dopamina (DA) en el estriado (Rea y cols., 1984; Arito y cols., 1985; Riegel y cols., 1999). Se ha estudiado el
efecto del tolueno sobre los receptores GABA, y glicina, encontrando que aumenta de forma reversible las
corrientes inhibitorias mediadas por el receptor GABA, en concentraciones de ~0.2-0.9 mM. En este estudio se

observd que los disolventes actuan como moduladores alostéricos de los receptores GABA, (subtipo o;31) y

glicina (ot;) (Beckstead y cols., 2000).
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Capitulo 3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Con base en los antecedentes presentados se plantea la siguiente hipotesis:
3.1 Hipétesis

Dado que el tolueno influye sobre sistemas de neurotransmision implicados en la regulacion de la
depresion (noradrenérgico, serotoninérgico y glutamatérgico), es posible que presente efectos antidepresivos. De

existir dicho efecto, se espera un sinergismo con el antidepresivo que comparta el mismo mecanismo de accion.
3.2 Objetivo General

- Analizar en dos modelos experimentales de depresion el posible efecto antidepresivo del tolueno y
compararlo con los efectos de dos antidepresivos clasicos y un antagonista NMDA.
- Estudiar la posible facilitacion de los efectos antidepresivos del tolueno con la combinacién de

antidepresivos con diferente mecanismo de accion.
3.2.1 Objetivos Particulares

- Analizar el efecto de diferentes concentraciones de tolueno en el modelo de Nado Forzado y en el
modelo de Suspension de la Cola.

- Analizar el efecto de diferentes dosis de los antidepresivos desipramina (DMI), clorimipramina (CMI) y
ketamina (KT) en el modelo de Nado Forzado y en el de Suspension de la Cola.

- Analizar la posible facilitacion antidepresiva de concentraciones subefectivas de tolueno con dosis

subefectivas de DMI, CMI o ketamina en el modelo de Nado Forzado y Suspension de la Cola.
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Capitulo 4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Animales

Se utilizaron ratones macho de la cepa Swiss Webster de 25 a 35 g de peso, los cuales se mantuvieron a
una temperatura constante (20-25°C) y ciclo normal de luz:oscuridad (inicio de luz a las 7 h). Los animales se
alojaron en cajas, en grupos de 10, con libre acceso al agua y alimento por lo menos 24 h antes de iniciar un

experimento.
4.2 Sustancias

En este proyecto se utilizd un disolvente de abuso: el tolueno (Baker, 99.75%). Los animales se
expusieron a diversas concentraciones de tolueno (1000, 2000 y 4000 ppm).

Los animales fueron tratados solamente una vez con los siguientes farmacos antidepresivos:
desimipramina (DMI; Sigma) a dosis de 2.5, 5y 10 mg/kg; clorimipramina (CMI; Sigma) en dos dosis de 5y 10
mg/kg, y ketamina (KT; Sigma) a dosis de 6.25, 12.5, 25 y 50 mg/kg. Los farmacos CMI 'y DMI se disolvieron en
solucion salina al 0.9 % y se administraron por via intraperitoneal (i.p.) en un volumen constante de 5 ml/kg con
una serie de inyecciones a tres tiempos: 24 h, 5hy 1 h antes de la prueba de depresion. Los animales control
recibieron Unicamente el vehiculo (salina) de la misma manera. La ketamina se disolvié en solucién salina y se
administr6 una hora antes de someter a las animales a los modelos de depresion. Con el fin de poder comparar
los animales con los grupos control, estos Ultimos recibieron dos administraciones de solucién salina 24 hy 5 h
antes de las pruebas conductuales. Por cada dosis se probaron diez ratones como minimo. Se realizaron curvas

dosis-respuesta para determinar las dosis de compuestos antidepresivos a emplear en el proyecto.
4.3 Exposicion a Disolventes

Para la exposicion a los vapores del disolvente, 0 aire para los grupos control, se utilizé una camara de
exposicion estatica de 29 |. Esta camara esta compuesta por una jarra cromatogréfica con una tapa de acrilico. La
tapa tiene puertos de inyeccion en la parte externa y un ventilador cuyas aspas proyectan hacia el interior de la
camara. Bajo las aspas se encuentra una malla metalica en la que se coloca un papel filtro. El disolvente se

inyecta a través del puerto de inyeccion y se deposita sobre el papel filtro.
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Papel filtro inyeccion
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Figura 7. Camara de exposicion a disolventes. Una vez que se coloca al ratén en la camara, ésta se cierra. A
continuacion se deposita un volumen determinado de disolvente en el papel filtro, con ayuda de una jeringa a
través del puerto de inyeccion. Posteriormente se enciende el ventilador, para volatilizar y homogeneizar el
disolvente.

Para la exposicion al disolvente, cada raton se coloc6 de manera individual en el fondo de la camara, se
coloco la tapa, se inyectd una concentracion predeterminada de tolueno y se encendié el ventilador para
volatilizarlo y distribuirlo homogéneamente dentro de la cdmara. Las concentraciones de vapor deseadas se
alcanzan en un tiempo menor a 1 min y permanecen constantes durante el tiempo de exposicion (30 min). La
camara de exposicion se localiza dentro de una campana de extraccion para evitar la inhalacién de los vapores
por parte del investigador.

La concentracion del disolvente que debe ser administrado se determind mediante la ecuacién de Nelson

para sistemas estaticos cerrados (Nelson, 1971):

Vi= (PM) (Cppm) (Vs) . _P(10)®
d RT

Donde:
VL= volumen del disolvente a inyectar en la camara (ml)

PM = peso molecular del disolvente (g/mol)



Cppm = Concentracion deseada (ppm)

Vs = volumen de la cdmara de exposicion (|)
d = densidad del disolvente (g/ml)

P = presion atmosférica (atm)

R = constante de los gases (I atm mol! K1)
T = temperatura (K)

4.4 Modelos experimentales

4.4.1 Modelo de nado forzado

Las caracteristicas basicas de este modelo ya se describieron en el apartado 1.6.1. En la practica, consiste
en una sesion de 5 min en la que se coloca a un raton en un cilindro de plastico (19 cm de altura X 10 cm de
didmetro) con 12 cm de agua a una temperatura de 25 °C. El animal es sometido a un espacio restringido en el
que no puede tocar el fondo del cilindro y tampoco puede escapar. Al cabo de unos minutos de verse forzado a
nadar, gradualmente reduce sus movimientos hasta que realiza sélo aquellos que le permiten mantener la narina
fuera del agua y respirar. A esta reduccion o ausencia de movimientos, se le denomina conducta de inmovilidad.
La prueba se videograba y posteriormente se revisa. El observador registra el tiempo de inmovilidad presentado
por el animal a intervalos de 1 min. De esta forma, se obtiene el tiempo de inmovilidad por cada minuto y el

tiempo acumulado al final de los primeros 5 minutos. Los animales se sacrifican al término de la prueba.

4.4.2 Modelo de suspension de la cola

El modelo esta basado en la observacion de un ratén suspendido por la cola en un columpio mediante
una cinta adhesiva (véase apartado 1.6.2). La prueba tiene una duracién de 5 min, se videograba y
posteriormente se revisa. El observador registra el tiempo de inmovilidad presentado por el animal a intervalos de
1 min. De esta forma, se obtiene el tiempo de inmovilidad por cada minuto y el tiempo acumulado al final de los

primeros 5 minutos. Los animales se sacrifican al término de la prueba.

4.5 Analisis estadistico

Antes de realizar las pruebas de hipétesis se verifico si los datos pasaban la prueba de la normalidad.
Como en general esto no sucedid, se aplicaron pruebas no paramétricas. Las comparaciones entre los grupos
tratados y el control en los mismos ratones se hicieron con la prueba de Kruskal Wallis, seguida por una prueba

post hoc de Dunn. Todos los andlisis se hicieron con el programa Sigma-Stat (Version 3).






Capitulo 5. RESULTADOS

Para elegir las dosis de los compuestos antidepresivos y de tolueno a emplear en el proyecto se
realizaron curvas de dosis-respuesta para cada sustancia. Posteriormente, se combinaron las dosis subefectivas

de los antidepresivos con el tolueno, en experimentos individuales, en dos modelos de depresion.

5.1 Efecto de la administracion de un inhibidor de la recaptura de noradrenalina (DMI), un inhibidor de la
recaptura de serotonina (CMI) y un antagonista de los receptores NMDA (KT) en el modelo de Nado
Forzado.

La figura 8 muestra el efecto de la administracion del antidepresivo DMI. En el panel A se grafica el curso
temporal durante los primeros cinco minutos de la prueba de nado forzado; es decir, el tiempo de inmovilidad en
funcion del tiempo de experimentacion. El panel B muestra el tiempo de inmovilidad acumulado (expresado en
segundos) en los cinco minutos que dura la prueba. Como se observa, la DMI no tiene efecto a la dosis de 2.5
mg/kg, en contraste, las dosis de 5 mg/kg y 10mg/kg producen un claro efecto antidepresivo que se manifiesta
como una reduccion del tiempo acumulado de inmovilidad en comparacién con el grupo control. A partir de esas

dosis se determind que la dosis suboptima de DMI fue la de 2.5 mg/kg.
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Figura 8. Efecto de la desipramina (DMI) en el modelo de nado forzado. (A) tiempo de inmovilidad cada minuto,
(B) tiempo acumulado en cinco minutos. Los puntos/barras representan el promedio * el e.e. de un minimo de 10
ratones. Dunn, *p < 0.05.
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En la figura 9 se muestra el efecto del antidepresivo CMI (inhibidor de la recaptura de serotonina). Los
datos se expresan unicamente como el tiempo acumulado de inmovilidad en los 5 min que dura la prueba ya que
el curso temporal fue muy similar al que se describié en la figura 8 para la DMI. Como puede observarse, la CMI,
a la dosis de 5 mg/kg no tuvo efecto en el tiempo de inmovilidad, por lo tanto fue considerada como la dosis

subdptima. Por otro lado, la dosis de 10 mg/kg si produjo una disminucién significativa del tiempo de inmovilidad.

100
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Tiempo Promedio Acumulado
de Inmovilidad (s)
*

CONTROL 5 10

CMI (mg/kg)
Figura 9. Efecto de la exposicion subcronica de clorimipramina (CMI) sobre el tiempo de inmovilidad acumulado
en cinco minutos en la prueba de nado forzado. Cada barra representa el promedio % el error estandar de un
minimo de 10 ratones. *p<0.05, Dunn.

En la figura 10 se muestra el efecto de tres diferentes dosis de ketamina (KT), un antagonista de los
receptores NMDA en el modelo de nado forzado. Como se observa, la ketamina a la dosis de 6.25 mg/kg no
presenta un efecto antidepresivo, sin embargo, a dosis de 12.5 y 25 mg/kg presento6 un claro efecto antidepresivo,
manifestado como una disminucion en el tiempo de inmovilidad. A partir de estos resultados se escogié la dosis

subdptima para combinarla con el tolueno.

27



100

Tiempo Promedio Acumulado
de inmovilidad (s)
3

*

I

CONTROL 6.25 12.5 25

KETAMINA (mg/kg)

Figura 10. Promedio * el e.e. del tiempo de inmovilidad acumulado en cinco minutos, en la prueba de nado
forzado, en animales tratados con diferentes dosis de ketamina. *p<0.05, Dunn.

5.2 Efecto de la administracion de tolueno en el modelo de Nado Forzado.

En otra serie experimental se analiz6 el posible efecto antidepresivo del tolueno en la prueba de nado
forzado. En la Fig. 11 se muestran los efectos de la exposicion durante 30 min a tres concentraciones distintas de
tolueno. Como se observa, el tolueno a 2000 y 4000 ppm presento un claro efecto tipo antidepresivo, manifestado
como una disminucion dependiente de la concentracion del tiempo de inmovilidad en los ratones. A la

concentracién de 1000 ppm no tuvo efecto, por lo que se considero como concentracion subefectiva.
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Figura 11. Efecto del tolueno en el modelo de nado forzado. Efectos observados sobre el tiempo acumulado en
cinco minutos. Cada barra representa el promedio * el e.e. de un minimo de 10 ratones. * p < 0.05; Dunn.
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5.3 Efecto de la combinacion de dosis subéptimas de los compuestos antidepresivos con tolueno.

En la figura 12 se esquematiza el efecto de la combinacién de una dosis subdptima de DMI (2.5 mg/kg)
con una concentracion subefectiva de tolueno (1000 ppm). Esta combinacion, no present6 efectos sinérgicos, ya
que no hubo ni suma ni potenciacién de efectos (Fig. 12A). Lo mismo ocurri6 para el caso de la combinacion de
CMI (5mg/kg) y tolueno (1000 ppm) (Fig. 12B). Contrario a estos resultados, y como se muestra en la figura 12C,
la co-administracion de una dosis subefectiva de ketamina (6.25 mg/kg) y una concentracion subefectiva de

tolueno (1000 ppm), produjé una disminucién estadisticamente significativa en el tiempo de inmovilidad.
A

100 -

B

100

50 -
50

Tiempo Promedio Acumulado
de Inmovilidad (s)
Tiempo Promedio Acumulado
de Inmovilidad (s)

CONTROL DMI2.5 TOLUENO DMI25mg/kg +

CONTROL
mghkg 1000 ppm  TOLUENO 1000 ppm CMI5mglkg  TOLUENO cui 5 mgikg +

1000 ppm  TOLUENO 1000 ppm

100

Tiempo Promedio Acumulado
de Inmovilidad (s)
(42
o

CONTROL  Ketamina Tolueno ~ Ketamina 6.25 mg/kg +
6.25 mg/kg 1000 ppm  Tolueno 1000 ppm

Figura 12. Promedio + el e.e. del tiempo de inmovilidad acumulado en cinco minutos, en ratones tratados con una
concentracion subefectiva de tolueno (1000 ppm) y una dosis subefectiva de DMI (2.5 mg/kg) (A), en B se
muestra la administracion conjunta de tolueno (1000 ppm) y CMI (5 mg/kg) y en C la combinacion de tolueno
(1000 ppm) y una dosis subefectiva de ketamina (6.25 mg/kg). Dunn, *p < 0.05.
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5.4 Efecto de la administracion de los antidepresivos en el modelo de Suspension de la cola.

En la figura 13, se muestra el efecto del antidepresivo desipramina (DMI), que es un inhibidor de la
recaptura de noradrenalina, en el modelo de suspensién de la cola. Se observo que las dosis de 2.5 y 5 mg/kg
tienden a disminuir la conducta de inmovilidad del animal, aunque no son estadisticamente significativas; mientras

que a la dosis de 10 mg/kg esta conducta disminuye significativamente (P < 0.05).
100

50

de Inmovilidad (s)
—

*

o _

CONTROL 2.5 5 10

Tiempo Promedio Acumulado

DMI (mg/kg)
Figura 13. Efecto de la desipramina (DMI) en el modelo de suspension de la cola. Tiempo acumulado en cinco
minutos. Las barras representan el promedio * el e.e. de un minimo de 10 ratones. Dunn, *p < 0.05.
La figura 14 muestra el efecto del inhibidor selectivo de la recaptura de serotonina, la CMI. En este caso
se observd que las dosis probadas no produjeron efectos estadisticamente significativos, sin embargo, se
observo una tendencia a la disminucion en la conducta de inmovilidad a la dosis de 10 mg/kg.

100 -

Tiempo Promedio Acumulado
de Inmovilidad (s)
3

CONTROL 5 10

CMI (mg/kg)

Figura 14. Efecto de la exposicion subcronica de clorimipramina (CMI) sobre el tiempo de inmovilidad acumulado
en cinco minutos, en la prueba de suspension de la cola. Cada barra representa el promedio + el error estandar
de un minimo de 10 ratones. Kruskal-Wallis
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Como puede observarse en la figura 15, la ketamina, a la dosis de 12.5 mg/kg no modificd la conducta
depresiva, lo mismo ocurrié para la dosis de 25 mg/kg, aunque, se observa una clara disminucion en el tiempo de
inmovilidad que no alcanza a ser estadisticamente significativa. Sin embargo, la dosis de 50 mg/kg disminuyd

significativamente el tiempo de inmovilidad (P<0.05).

100

Tiempo Promedio Acumulado
de Inmovilidad (s)
3

CONTROL 125 25 50

KETAMINA (mg/kg)

Figura 15. Tiempo de inmovilidad acumulado en cinco minutos, en ratones tratados con ketamina, en la prueba de
suspension de la cola. Los datos representan los valores promedio =+ el error estandar de un minimo de 10
ratones. Dunn, *p < 0.05

5.5 Efecto de la exposicion a tolueno en el modelo de Suspension de la cola.

Una vez determinadas las dosis de los antidepresivos, se evalud el efecto del tolueno (Fig. 16). En este
caso se observo que las concentraciones de 500 y 1000 ppm no tuvieron efecto significativo sobre la conducta de
inmovilidad, sin embargo, las concentraciones de 2000 y 4000 ppm si disminuyeron la conducta de inmovilidad,
significativamente con respecto a su control (P<0.05).

100 ~

Tiempo Promedio Acumulado
de Inmovilidad (s)
3

—‘7 *
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0
CONTROL 500 1000 2000 4000

TOLUENO (ppm)

Figura 16. Efecto del tolueno en el modelo de suspension de la cola. Efectos observados sobre el tiempo
acumulado en cinco minutos. Cada barra representa el promedio + el e.e. de un minimo de 10 ratones. * p < 0.05;
Dunn.
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5.6 Efecto de la combinacion de dosis subodptimas de los antidepresivos y de tolueno en el modelo de

suspension de la cola.

La figura 17 muestra el efecto de la administracion conjunta de DMI 2.5 mg/kg con tolueno 500 ppm (A) y
de CMI 5 mg/kg con tolueno 500 ppm (B) en animales que fueron sometidos al modelo de suspension de la cola.
Como puede observarse, ninguna de las dos combinaciones produjo una disminucion significativa del tiempo que
los animales estuvieron inméviles. Contrario a estos resultados, la administracion conjunta de ketamina 12.5
mg/kg con tolueno 500 ppm (C) disminuy6é de manera estadisticamente significativa el tiempo de inmovilidad,
efecto que no se presentod al administrar los compuestos de manera individual.
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Figura 17. Efecto de la administracion conjunta de tolueno (500 ppm) + DMI (2.5 mg/kg) (Panel A), tolueno (500
ppm) + CMI (5 mg/kg) (Panel B) y tolueno (500 ppm) + ketamina (12.5 mg/kg) (Panel C) sobre el tiempo de
inmovilidad acumulado en cinco minutos, en el modelo de suspension de la cola. Cada barra representa el
promedio * el error estandar de un minimo de 10 ratones. Dunn, *p < 0.05.
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Capitulo 6. DISCUSION Y CONCLUSIONES

El primer objetivo del presente estudio fue investigar las posibles propiedades antidepresivas del tolueno,
ya que se ha reportado que este compuesto tiene actividad noradrenérgica, serotoninérgica y como antagonista
glutamatérgico y existen farmacos antidepresivos, como la DMI, la CMI 'y la KT, que actuan sobre estos sistemas
de neurotransmision, respectivamente. En este sentido, los resultados obtenidos pueden resumirse de la
siguiente manera:

1. Los antidepresivos desipramina, clorimipramina y ketamina tuvieron actividad tipo antidepresiva en los
dos modelos de depresion. Sin embargo, el efecto de CMI no fue estadisticamente significativo en el
modelo de suspensidn de la cola.

2. El tolueno tuvo un efecto tipo antidepresivo dependiente de la concentracion, en ambos modelos de
depresion.

El segundo objetivo fue combinar dosis subefectivas de los compuestos para ver si existia potenciacion
de sus efectos. En este aspecto, no se observo una facilitacion o sinergismo cuando se administraron de manera
conjunta los antidepresivos DMI o CMI con tolueno, sin embargo, la combinacion de tolueno con ketamina reflejo
una facilitacion significativa en los dos modelos de depresion utilizados.

La revision de la literatura indica que éste es el primer estudio que ha evaluado las propiedades
antidepresivas del tolueno a concentraciones efectivas en diversas pruebas conductuales y que son compatibles
con las alcanzadas durante una intoxicacion (Bowen y cols., 2006). Como ya hemos mencionado, el tolueno es
un antagonista de los receptores NMDA vy, aunque no se habia estudiado ni éste ni ningun otro disolvente, ya se
habia descrito el efecto antidepresivo de otros antagonistas NMDA (Vale y cols., 1971; Skuza y Rogo6z, 2002).

Los efectos antidepresivos del tolueno se probaron en dos modelos animales que cumplen con criterios
que los validan como modelos de depresion. El criterio de validez predictiva se cumple en ambos modelos porque
se pueden identificar farmacos con propiedades antidepresivas, y existe una correlacion significativa entre la
potencia clinica y la potencia de los farmacos en estos modelos. Ademas, los modelos permiten discriminar
compuestos que no tienen actividad antidepresiva como las benzodiacepinas. Por otro lado, ambos modelos
cumplen con el criterio de constructo debido a que en ellosinducen estrés lo que se compara con el hecho de que
el estrés juega un papel importante en la fisiopatologia de la depresion. Finalmente, cumplen con el criterio de
validez de apariencia porque la inmovilidad de los animales en este modelo, refleja un estado de desesperanza

conductual, lo cual también se observa en pacientes con depresion (Porsolt y cols., 1977a, b; Steru y cols., 1985;
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Cryan y cols., 2005). La diferencia entre estos dos modelos es basicamente de sensibilidad. Es importante usar
los dos porque de otra manera es posible dejar de observar efectos antidepresivos de farmacos a los que una de
las pruebas puede ser poco sensible. Por ejemplo, en nuestro estudio observamos que la prueba de suspensién
de la cola no identifica a la CMI como un compuesto eficaz, mientras que la de nado forzado si lo hace. Cabe
mencionar que estos datos también han sido reportados por el grupo de Fujishiro (2002).

En nuestro caso, el tolueno present6 efectos tipo antidepresivo en ambas pruebas, ya que disminuyé
gradualmente el tiempo de inmovilidad. Aunque los otros compuestos también redujeron el tiempo de inmovilidad,
s6lo fueron eficaces después de una administracién subcronica. Por lo tanto, una diferencia importante con ellos
es que el tolueno, al igual que la ketamina, tiene efecto tipo antidepresivo después de una sola administracién. Es
importante sefialar que usar los antidepresivos triciclicos (DMI 'y CMI) como compuestos de referencia tiene
varias ventajas, ya que se emplean clinicamente en terapias contra la depresion, se conoce su mecanismo de
accion, se han usado en varios estudios y han probado su eficacia en los modelos de depresion usados en este
estudio.

A continuacién mencionaré algunas evidencias encontradas por otros investigadores que coinciden con
nuestros resultados. Varios grupos han descrito que la DMI, un inhibidor de la recaptura de noradrenalina, atenua
la inmovilidad inducida en la prueba de nado forzado tanto en ratones como en ratas (Porsolt y cols., 1977a,
1978; Noda y cols., 1997, Wongwitdecha y cols., 2006). Efectos similares se encontraron en el modelo de
suspension de la cola (Chermat y cols., 1986; Nomura y cols., 1991 y Crowley y cols., 2004). Mas aun, Steru y
colaboradores (1985) reportaron que las dosis efectivas de DMI en el modelo de suspensién de la cola se
encontraban en el rango de 1-32 mg/kg lo cual es compatible con nuestros datos.

De la misma manera Hyttel (1994) y mas recientemente Yamada y Sugimoto (2002), demostraron que la
CMI, un inhibidor preferente de la recaptura de 5-HT, reduce el tiempo de inmovilidad en la prueba de nado
forzado. Como ya se menciond, el grupo de Fujishiro (2002) no encontrd efecto en la prueba de suspension de la
cola con diferentes dosis de CMI (0-40 mg/kg).

Las propiedades antidepresivas de la ketamina han sido evaluadas sdlo recientemente. Asi, encontramos
que Berman y su grupo (2000) encontré que disminuian los sintomas depresivos en pacientes tratados con
ketamina. En otro estudio realizado por Hayase en el 2006 se evaluo la actividad antidepresiva de ketamina en la
prueba de nado forzado obteniendo resultados negativos. Estos datos contrastan con los nuestros, pero es
importante mencionar que la metodologia utilizada por este grupo fue diferente ya que utilizaron la cepa de
ratones ICR y dosis altas de ketamina (100 mg/kg). Hay que destacar que a pesar de que los antagonistas a los
receptores NMDA tienen propiedades antidepresivas, aun no se utilizan con fines terapéuticos para el tratamiento
de la depresion. En apoyo a nuestros datos, Kos y colaboradores (2006), encontraron que la ketamina tenia
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efecto antidepresivo y era capaz de producir potenciacion al combinarse con MDL 72222 (un antagonista del

receptor 5-HT,) en el modelo de suspensién de la cola.

Como ya se mencion6 anteriormente, la importancia de este estudio radica en la observacién de que el
tolueno tiene propiedades antidepresivas y que este efecto es dependiente de la concentracién. Una vez que
realizamos las curvas dosis-respuesta de cada compuesto, nos parecié interesante realizar las combinaciones del
tolueno con cada uno de los antidepresivos a concentraciones / dosis subefectivas. Esto se hizo porque el tolueno
tiene actividad sobre varios sistemas de neurotransmisién y al combinarlo con otros compuestos un poco mas
selectivos, podria obtenerse una potenciacion que aportara datos sugerentes de su mecanismo de accién.

Nuestros resultados muestran que la co-administracion de las dosis subefectivas de los antidepresivos
DMI o CMI con tolueno no produjo efecto antidepresivo, lo cual sugiere que el tolueno no ejerce su accidn
antidepresiva directamente sobre las vias noradrenérgicas y serotoninérgicas a pesar de que incrementa la
liberacion de NA y 5-HT en ciertas regiones cerebrales. Se ha reportado que la CMI muestra efectos sinérgicos al
combinarse con un antagonista del receptor 5-HT, (Yamada y Sugimoto, 2002). Es importante mencionar esto,
porque podemos decir que en nuestro trabajo, el tolueno no actua principalmente sobre el sistema
serotoninérgico.

Por otro lado, el tolueno es un antagonista no competitivo NMDA (Cruz y cols., 1998). Nuestros
resultados demuestran que al combinarlo con otro antagonista NMDA como la ketamina (KT), se potencia el
efecto de disminucion de la inmovilidad inducida en ratones sometidos a la prueba de nado forzado y a la prueba
de suspension de la cola. Estos datos apoyan la hipétesis de que los antagonistas NMDA reducen la inhibicion

conductual inducida por estrés en una situacion inescapable.

Para estar seguros de que la disminucién de inmovilidad producida por el tolueno no era un falso positivo
derivado de un aumento inespecifico de la actividad locomotora (Porsolt y cols., 1977; Steru y cols., 1985),
nuestro grupo realizé una serie de experimentos en el modelo de campo abierto que tiene una duracion de 5 min,
en los que se cuenta el nimero de veces que un animal cruza las lineas marcadas en el piso de una caja de
acrilico de ciertas dimensiones. Los resultados encontrados mostraron que en los primeros dos minutos el
tolueno si produjo un aumento en la actividad pero este efecto desaparecio a partir del tercer minuto. En
contraste, analizando minuto a minuto el efecto del tolueno en ambos modelos de depresidn, encontramos que la

actividad se mantenia alta de principio a fin. Esto descarta que el efecto del tolueno sea inespecifico.

En nuestro estudio elegimos usar tolueno ya que hay una alta comorbilidad entre la depresion y la
dependencia de drogas en humanos (Myers y cols., 1984; Robins y Regier, 1991; Kessler y cols., 1994). Desde
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una perspectiva clinica, existen estudios que apoyan la hipdtesis de que la depresion y la dependencia a algunas
drogas son desordenes ligados entre si. Por un lado, se sabe que el tratamiento con antidepresivos mejora el
animo y reduce el uso de algunos tipos de drogas (Markou y cols., 1998). Por ejemplo, estudios con pacientes
alcohdlicos deprimidos muestran tasas muy bajas de recaida cuando reciben un tratamiento con antidepresivos
(Nunes y cols., 1993; Cornelius y cols., 1995; Mason y cols., 1996; McGrath y cols., 1996). Cabe mencionar, sin
embargo, que es muy dificil establecer si la depresion antecede al consumo de drogas o es consecuencia de
éste.

Tomando en cuenta que el alcohol tiene muchas propiedades que comparte con el tolueno, posiblemente
exista una poblacién que inhale disolventes que contienen tolueno para disminuir la depresion, al menos
inicialmente, aunque también se sabe que las personas que inhalan de manera cronica son mas propensas a
tener episodios de depresion mayor e intentos de suicidio que los que no han inhalado estos compuestos (Sakai y
cols, 2004; Ridenour, 2005). Esto nos indica que probablemente el tolueno en un principio produzca una
disminucion de los sintomas de la depresion y que al continuar inhalandolo este efecto se pierde, provocando una
recaida en la depresion. Para determinar la validez de esta hipétesis, seria muy interesante administrar tolueno
de manera crénica, para saber si se desarrolla tolerancia a su efecto antidepresivo. El presente trabajo abre una
nueva linea de investigacion no sdlo para el tolueno, sino también para otros disolventes. En estudios futuros
convendria analizar la relacién de la inhalacion de otros compuestos inhalables pertenecientes a diferentes

grupos quimicos y la depresion.
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