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RESUMEN

Como parte de los disolventes de abuso, el tolueno es uno de los
hidrocarburos aromaticos que se encuentra mas ampliamente distribuido en una
extensa gama de productos de facil acceso para la poblacibn, como son
adhesivos, pinturas acrilicas y adelgazantes de pintura. Estos productos se utilizan
como drogas de abuso principalmente por la poblacion masculina, aunque el
consumo en la poblacion femenina va en constante aumento, lo cual provoca una
mayor posibilidad de que las mujeres voluntaria o involuntariamente expuestas a

estas sustancias tengan embarazos riesgosos.

El objetivo de este estudio es conocer los efectos psicomotores y
conductuales que provoca la inhalacion prenatal de tolueno en diferentes etapas

de desarrollo y crecimiento del ratén.

Para ello, se expuso prenatalmente a ratones hembra prefiadas del 7° al
21° dia de gestacion, durante una hora diaria (dividida en dos periodos de media
hora, uno en la mafiana y otro e la tarde), a una concentracion de 8000 ppm de
tolueno en una camara de exposicion estatica. En las primeras etapas del
desarrollo (primeros dieciséis dias de nacidas), las crias se sometieron a tres
pruebas para medir el desarrollo de coordinacion motora, reflejos y fuerza

muscular. En etapas posteriores del crecimiento (uno, tres y seis meses de edad),



se sometieron a una prueba de actividad locomotora, a dos modelos de ansiedad

y a dos modelos de depresion.

Las crias de ratones expuestas prenatalmente a tolueno presentaron una
disminucion de la coordinacion motora respecto al grupo control (crias
preexpuestas a aire). No hubo diferencias significativas en las pruebas para medir

el desarrollo de reflejos y fuerza muscular.

En el modelo de ansiedad de luz/oscuridad el grupo control mantuvo
constante el tiempo acumulado en la zona iluminada y el nimero de transiciones
entre ambas zonas. El tolueno, por su parte, produjo efectos tipo ansiogénico ya
que las crias permanecieron mayor tiempo en la zona oscura y presentaron mayor
namero de transiciones entre ambas areas al primer, tercer y sexto mes de edad.
En el modelo de enterramiento defensivo, segundo modelo de ansiedad probado,
la conducta de enterramiento del grupo control disminuyé conforme las crias
aumentaron de edad. El nimero y grado de choque que presentd este grupo
disminuy6 al tercer mes y posteriormente se igualé con el grupo pretratado con
tolueno hacia el sexto mes de edad. Las crias prenatalmente expuestas a tolueno
mantuvieron constante su conducta de enterramiento al primer, tercer y sexto mes
de edad, presentando en las Ultimas dos etapas valores superiores al grupo
control. Estos datos sugieren que en la etapa adulta (tres y seis meses) los
animales expuestos prenatalmente a tolueno presentaron mayores niveles de
ansiedad que el grupo control. De igual manera, es importante sefalar que el

grupo tolueno recibié un mayor numero de choques lo cual sugiere la posibilidad



de una afectacion del aprendizaje o memoria ante la incapacidad de reconocer
objetos y/o situaciones novedosas. Ademas, este disolvente de abuso produjo una
mayor susceptibilidad al dolor ya que aumento el grado de choque con el electrodo
al primer y tercer mes edad. El tolueno no tuvo efecto en los modelos de depresion

utilizados.

En conclusion podemos observar que el tolueno afecté de manera negativa
el desarrollo motor y provoco efectos tipo ansiogénico en las crias de ratones.
Estos resultados se deben tomar en cuenta como parte de la extensa
investigacion sobre disolventes de abuso que se esta llevando a cabo en nuestro
pais para demostrar los graves problemas de salud que provoca la exposicion

prenatal a estas drogas de abuso.



CAPITULO 1. TOLUENO

1.1. Drogas de abuso

1.1.1. Generalidades

El hombre, de manera accidental o voluntaria, ha estado en contacto con
diversas sustancias psicoactivas provenientes de plantas, animales, hongos y
minerales que se encuentran en la naturaleza. Algunas de estas sustancias le
provocan efectos que se traducen en sensaciones placenteras o desagradables, lo
cual lo han llevado a repetir su uso o a evitarlo. Algunas de estas sustancias tienen
la capacidad de afectar la mente y pueden, al mismo tiempo, producir alteraciones
mentales, fisicas y sociales en las personas que las usan y tener repercusiones
negativas en la sociedad (Madden, 1986). La dependencia a estas sustancias
psicoactivas ocurre cuando, durante al menos 1 afo, la persona experimenta un
efecto de tolerancia (necesidad de consumir mayor cantidad para lograr el mismo
efecto), el efecto de abstinencia (sintomas que siguen a la privacion brusca del
consumo), intenta disminuir el consumo y no puede, o consume mas de lo que
quisiera, y deja de hacer actividades importantes debido al consumo. Ademas, la
persona sigue consumiendo a pesar de padecer un problema fisico o psicoldgico

persistente que dicha sustancia exacerba.

La dependencia a una sustancia, ademas, implica:
e Un estado caracterizado por preocupaciones emocionales y mentales

relacionadas con los efectos de las drogas, que se manifiesta por una



conducta de busqueda continua para repetir su consumo, e inducir el placer
de sus efectos o evitar el malestar de su abstinencia (Madden, 1986).

e El desarrollo de una circunstancia que se pone de manifiesto como un
trastorno fisico, cuando la cantidad de droga en el cuerpo disminuye de
modo importante. Estos trastornos fisiolégicos forman un sindrome de
descontinuacion o abstinencia a la sustancia, que se compone de sintomas
somaticos y mentales caracteristicos para cada sustancia o tipo de droga a
que pertenece (Madden, 1986). Por ejemplo, los sintomas caracteristicos al
suspender el consumo de estimulantes del Sistema Nervioso Central (SNC),
como la cocaina, son fatiga, ausencia de placer, ansiedad, irritabilidad,
somnolencia 'y en ocasiones agitacion o paranoia extrema

(http://www.nlm.nih.gov).

La tolerancia, por su parte, se define como la necesidad de recurrir a
cantidades crecientes de la sustancia para alcanzar la intoxicacion (o el efecto
deseado), o una notable disminucion de los efectos de la sustancia con el uso
continuo a las mismas dosis (Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos

Mentales DSM-1V, 1995).

La abstinencia se define como un comportamiento desadaptativo,
acompanado de cambios cognoscitivos y fisiolégicos, que tiene lugar cuando la
concentracion de una sustancia en la sangre o los tejidos disminuye en un individuo
que ha mantenido un consumo prolongado de grandes cantidades de esa sustancia

(DSM-1V, 1995). Es un indicador del grado de dependencia fisica generado por la


http://www.nlm.nih.gov/

droga. El aspecto clave en esta situacion es la imposibilidad de abstenerse del
consumo de la sustancia, a pesar de ser consciente de los problemas que ésta

causa.

1.1.2. Clasificacién

Existen diferentes clasificaciones de las drogas de abuso. Las mas utilizadas

son:

= Clasificacién comun: drogas blandas o duras

= Clasificacién sociolégica: drogas legales o ilegales

= Clasificacién segun su origen: drogas naturales, sintéticas o semisintéticas

En este trabajo se manejara la clasificacion de las drogas de abuso segun

sus propiedades farmacoldgicas como se muestra en el cuadro 1:



Cuadro 1

Clasificacion de las drogas de abuso

DEPRESORES DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Sustancia Efectos Tolerancia Dependencia fisica
Depresion generalizada, o .
P gener Metabdlica y Variable, puede ser muy
Alcohol menor coordinacién motora, A
- . farmacodinamica fuerte
letargo y labilidad emocional

. Depresion generalizada, o
Disolventes P gener Metabdlica y .

- menor coordinacién motora, Variable
inhalables

letargo y labilidad emocional

farmacodinamica

Barbituricos

Suefio, sedacién

Metabdlica

Si, se requiere retiro gradual

Benzodiacepinas

Ansidlisis y sedacion

Variable. Tolerancia cruzada

Si, se requiere retiro gradual

ESTIMULANTES DEL SISTEMA NERVIOSOS CENTRAL

Sustancia

Efectos

Tolerancia

Dependencia

Cocaina

Mayor energia, menor suefo,
aumento de presion arterial y
frecuencia cardiaca

A ciertos efectos

Dependencia fisica leve con
manifestaciones
conductuales

Anfetaminas

Similares a cocaina,
disminucién del apetito

Si

Deben retirarse
gradualmente, su suspension
produce suefio y hambre

Metanfetaminas

Similares a anfetaminas con
alucinaciones

Si

Deben retirarse
gradualmente, su suspension
produce suefio y hambre

Similares a cocaina pero en

Nicotina A ciertos efectos Si, en grado variable
menor grado
OPIACEOS
Sustancia Efectos Tolerancia Dependencia
Analgesia, euforia, sedacion,
disminucion de la capacidad
. de concentracion, nauseas, .
Morfina . Si, importante Severa
sensacion de calor en el
cuerpo, pesadez en los
miembros y prurito
Severa. Su suspension
desencadena un sindrome
Heroina Similar a morfina pero mas Si, importante. Tolerancia de abstinencia fuerte con
potente cruzada con otros opiaceos sudoracion, piloereccion,
diarrea. Vomito y pérdida de
peso
p . Tolerancia cruzada con otros | Si, bastante menor a la de
Codeina Quita la tos i .
opiaceos heroina
. Tolerancia cruzada con otros Si, bastante menor a la de
Metadona Analgesia i .
opiaceos heroina
ALUCINOGENOS
Sustancia Efectos Tolerancia Dependencia
Alteraciones emocionales y
LSDy similares de comportamiento,
(psilocibinay alucinaciones, distorsion No No
mescalina) espacio-tiempo, mezcla de
impresiones sensoriales
L Distorsion espacio-tiempo . No se describe dependencia
Cannabinoides : P PO, Variable be dep
euforia, a veces paranoia fisica
Alucinaciones y efectos .
PCP . Y Poca Si
impredecibles

Fuente: Modificado de Cruz y Lépez-Rubalcava, 2001.



1.2. Depresores del Sistema Nervioso Central

1.2.1. Generalidades

Los depresores del SNC son un grupo de sustancias que disminuyen las
funciones normales del cerebro (NIDA, 2004). Esto va acompafiado de un deterioro
de las funciones motoras como disminucion del pulso, de la tasa respiratoria,
pérdida de la conciencia, entre otros sintomas. A dosis bajas puede producirse una
excitacién paraddjica que se explica por la depresidon de centros inhibitorios
(Schuckit, 2000). Dentro de este grupo se incluyen las sustancias también
conocidas como sedantes o hipnéticos: alcohol etilico, barbituricos,
benzodiacepinas; inhalables y el acido gammahidroxibutirico (GHB) o éxtasis

liquido (http://www.drugabuse.gov).

1.3. Inhalables

1.3.1. Generalidades

Dentro de los depresores del SNC se considera de especial relevancia a los
inhalables, mismos que constituyen la parte esencial del presente trabajo por lo que

se describen a continuaciéon con mayor detalle.

Segun el Instituto Nacional sobre el Abuso de Drogas (NIDA, siglas en
inglés), los inhalables son sustancias que producen vapores quimicos a
temperatura ambiente, que pueden ser inhalados para inducir efectos psicoactivos
o alteraciones mentales. Pertenecen a una clase heterogénea de drogas y se les

encuentra en compuestos como gasolinas, pinturas, diluyentes, correctores liquidos



y pegamentos, entre otros (NIDA, 2004). Los inhalables se clasifican en tres
grandes categorias (Paez-Martinez et al., 2003a):
a) Disolventes organicos industriales (thinner, desengrasantes, gasolina,
pegamentos, etc.)
b) Gases (refrigerantes, aerosoles y anestésicos)

c) Nitritos

La via de administracion de estos productos es la inhalacion ya sea en
botes, estopas o0 bolsas de plastico, cubriendo nariz y boca. Esta via es muy
efectiva debido a la extensa area que constituye la superficie capilar de los
pulmones. Ademas, son sustancias que al atravesar las membranas celulares,
principalmente la cerebral, provocan un cambio en la conciencia, similar al efecto
general de dosis bajas de anestésicos, y se almacenan rapidamente en el tejido

adiposo y en 6rganos ricos en grasas como el higado y el cerebro (Schuckit, 2000).

Un punto importante que debe senalarse, y que representa uno de los
aspectos mas importantes del contenido de la presente investigacién, es el

problema real de salud publica que implica el empleo de estas drogas de abuso.

Debido a que estas sustancias son de uso comun
tanto en lugares de trabajo, sitios publicos, escuelas
y hogares, son de bajo costo y de facil acceso y

adquisicion, los inhalables constituyen un grave

problema del fenédmeno de drogadiccién en nuestro

Imagen 1. Nifios de la calle e inhalables ,
Fuente: www.glue-sniffing.com/ pais.



http://www.glue-sniffing.com/

1.4. Disolventes

1.4.1. Generalidades

Dentro del grupo de los inhalables, el término disolventes se aplica a un gran
numero de compuestos hidrocarburos que difieren en su estructura quimica, pero
que se agrupan debido a que son liquidos volatiles a temperatura ambiente, son
lipofilicos y todos producen inhibicion del SNC si se administran en grandes

cantidades (Grasso, 1984).

1.4.2. Clasificacion

Los disolventes se pueden clasificar en varios grupos de acuerdo a su

estructura quimica, como lo muestra el cuadro 2:



Cuadro 2 Clasificaciéon de los disolventes de acuerdo con su estructura
guimica

Grupo Estructura quimica caracteristica Ejemplos

Cadenas lineales o ramificaciones de

carbono e hidrégeno Hexano, heptano

Hidrocarburos alifaticos

Estructuras que contienen 6 atomos
de carbono con un atomo de
Hidrocarburos aromaticos hidrégeno por carbono. Contiene 3 Benceno, tolueno, xileno
dobles ligaduras y varias formas
resonantes

Hidrocarburos con un atomo de algun
Hidrocarburos halogenados halégeno que reemplaza uno o mas 1,1,1-tricloroetano (TCE), cloroformo
atomos de hidrégeno

Anillos de hidrocarburos saturados o

; Ciclohexano
insaturados

Hidrocarburos ciclicos

Estructuras que contienen un solo

grupo hidroxilo (-OH) Etanol, metanol

Alcoholes

Eteres Contienen una ligadura C-O-C Eter dietilico, éter isopropilico

Estructuras que contienen un grupo
Esteres carboxilo (-COO) en el interior de una Etil acetato
cadena de hidrocarburo

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

Contienen un grupo carbonilo entre la

; Acetona, ciclohexanona
estructura del hidrocarburo

Cetonas

Fuente: Tomado de Paez — Martinez et al., 2003a

1.4.3. Exposicion a disolventes

La cuantificacion de la exposicidén a disolventes se fundamenta en dos
conceptos basicos: el tiempo de exposicidon y la concentracion o cantidad del

disolvente.

Los niveles de exposicion pueden ir de unas cuantas partes a varias

decenas de miles de partes por millon (ppm: unidad con que se mide la



concentracion de sustancias volatiles en el aire). El tiempo de exposicion puede

variar desde algunos minutos hasta varias horas al dia.

El hombre puede entrar en contacto con los disolventes por condiciones
laborales o por inhalacion voluntaria. Es evidente que las caracteristicas de cada
exposicion son diferentes. Asi, por condiciones laborales, el ser humano esta
expuesto a una concentracién baja de disolventes durante un periodo de tiempo
largo durante el dia. Por su parte, en una exposicién voluntaria, la persona se pone
en contacto con el disolvente a concentraciones muy altas en episodios de poca

duracién.

Los sintomas que provoca el abuso de los disolventes son euforia, seguida
de confusién, zumbido de oidos, secrecién nasal y lagrimal y eventualmente
alucinaciones y delusiones (alteraciones del pensamiento, creencias inusuales).
Ademas se presenta un estado parecido al de la intoxicacion con alcohol, como es
la pérdida de control muscular, dificultad para modular palabras, apatia, amnesia, y
un estado de abstinencia posterior, parecido a la conocida “cruda” del dia siguiente,
caracterizado por dolor de cabeza y resequedad bucal, entre otros sintomas (NIDA,

2004).

1.4.4. Mecanismos de accidn

En tiempos pasados se postulaba que los disolventes provocaban su efecto
al atravesar la membrana celular ya que poseian la capacidad de provocar cambios

en su fluidez. Sin embargo, actualmente, se ha avanzado enormemente en la



investigacién de su mecanismo de accion celular el cual esta mediado por diversos

receptores.

Los receptores en los que se ha comprobado su mecanismo de accion son
el receptor glutamatérgico del subtipo acido N-metil-D-aspartato (NMDA), el
receptor acido Gamma-amino butirico (GABAA) para el neurotransmisor inhibidor
mas abundante en el Sistema Nervioso, el de glicina, el de serotonina (5-HT)
especificamente el tipo 5-HTj3, los receptores nicotinicos de acetilcolina (RnACh),
los canales idnicos dependientes de voltaje principalmente el de sodio y calcio, y en
el circuito mesolimbico del sistema dopaminérgico llamado también “circuito de

recompensa” (Bowen, et al., 2006).

El mecanismo de accion de los disolventes sobre algunos de los receptores

mas importantes del SNC se describe a continuacion:

Cuadro 3 Resumen del mecanismo de accion de los disolventes de abuso

Tipo de receptor o sistema donde

Funcién del receptor o sistema en

Mecanismo de accién de los

actlan el Sistema Nervioso Central (SNC) disolventes
Receptores glutamatérgicos: ) El benceno, tolueno, m-xileno,
Excitadores etilbenceno, propilbenceno y
Subunidades NMDA: NR1/28, tricloroetano (TCE) inhiben las

NR1/2A'y NR1/2C

Subunidades no-NMDA: GIuR1,
GIuR1/GIuR2, y GIuR6

Se relacionan con procesos de
citotoxicidad y con la percepcion
de dolor.

corrientes ionicas inducidas por la
activacion de los receptores NMDA
de manera dependiente de Ia
dosis.

Receptores GABA, (subtipo a41) y
glicina (ay)

Inhibidores

Dichos receptores estan
relacionados con conductas como
la ansiedad, depresion, adiccion,
entre otras.

El tolueno, el ftricloroetileno y el
tricloroetano aumentan de forma
reversible las corrientes inhibitorias
mediadas por el receptor GABAA.
No actuan como agonistas directos
sino como moduladores alostéricos
del receptor.

Fuente: Modificado de N. Paez — Martinez et al., 2003a




1.5. Tolueno

1.5.1. Generalidades

Los disolventes son mezclas complejas de las sustancias puras implicadas
en la intoxicacion por drogas de abuso. El tolueno es una sustancia pura que se
encuentra principalmente en adhesivos, pinturas acrilicas y adelgazantes de
pintura. Es, junto con el benceno, una de las sustancias mas estudiadas en cuanto
a sus efectos moleculares y conductuales en el fendmeno de uso de disolventes

como drogas de abuso.
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Imagen 2 Estructura quimica del tolueno Imagen 3 Pinturas acrilicas

Fuente: http://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrocarbure aromatique y www.bbc.co.uk/homes/diy/paintcalculator.shtml

Después de su inhalacion, cierta cantidad de tolueno es eliminada sin
cambio a través de los pulmones. Sin embargo, su metabolismo se lleva a cabo en
los microsomas del higado mediante la oxidacion a acido benzoico, que es
conjugado con glicina para formar acido hipurico, el cual es secretado a través de
los rifiones en la orina. Si la concentracion de tolueno en el aire inhalado
permanece constante, la concentracion de tolueno en sangre alcanza hasta un

maximo de 60% después de 10 a 15 minutos de su exposicion (Morton, 1987).


http://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrocarbure_aromatique
http://www.bbc.co.uk/homes/diy/paintcalculator.shtml

Sus efectos agudos son similares a aquellos de la intoxicacién con alcohol al
provocar primero, una estimulacion y posteriormente, una depresion del SNC. A
concentraciones altas se presenta secrecidn nasal y lagrimal, nausea, vomito,
dolores de cabeza, coma, convulsiones, entre otros sintomas. Incluso se ha
reportado la muerte debido a una sensibilizacion del miocardio (Ayres, 1989).
Ademas se ha observado que provoca secuelas neuroldgicas irreversibles como
encefalopatias principalmente del cerebelo, atrofia éptica, desérdenes del equilibrio
y atrofia de la corteza cerebral (Grasso, 1984). En estudios realizados en gatos,
ratas y ratones se ha visto que una vez expuestos a tolueno, éste se almacena
temporalmente en el cerebelo causando atrofia y degeneraciéon de las células de
Purkinje. También se han observado infiltrados importantes en la corteza frontal,

corteza occipital e hipocampo (Costero et al., 1988).

1.5.2. Mecanismos de accidén

Los mecanismos de accion del tolueno tienen relacidon con receptores
NMDA, GABAa, 5-HT, canales ionicos ligados a voltaje y con el sistema

dopaminérgico.

En la ultima revision del avance en la investigacion de disolventes se
encontré que el tolueno en concentraciones micromolares produce una inhibicion
rapida, casi completa y reversible de las corrientes catidnicas que viajan a través
de receptores recombinantes NMDA. La inhibicién por parte del tolueno no es
competitiva. Los efectos del tolueno sobre receptores NMDA no se deben a

perturbaciones generales de la membrana, ya que la integridad de ésta se vio



afectada s6lo a concentraciones altas (>20 mM) (Cruz et al., 1998). Estos mismos
hallazgos se obtuvieron en investigaciones realizadas en receptores neuronales
nativos en células nerviosas en cultivo (Bale et al., 2005). La exposicion repetida a
tolueno en ratas puede llevar a una autorregulaciéon de receptores NMDA. El
tolueno incrementa el numero de subunidades NR1 y NR2B de los receptores
NMDA en la corteza prefrontal y en el nucleo accumbens (Williams et al., 2005;
Bale et al., 2005). La inhibicion aguda de los receptores NMDA parece ser un
mecanismo de accién comun para varios disolventes de abuso, y la exposicidon
prolongada a éstas puede modular la expresion de estas subunidades en los
receptores glutamatérgicos dependiendo del modelo experimental, el régimen de la

exposicidon y la region cerebral (Bowen et al., 2006).

Por su parte, una administracion aguda de tolueno a concentraciones
cercanas a los 0.5 mM incrementa la funcién de la subunidad a3 del receptor
GABAA y de la subunidad ai del receptor glicina en ovocitos. Ademas se ha
observado que la exposicion de ratas a 8000 ppm de tolueno por 10 dias, cambia
los niveles de la subunidad a4 del receptor GABAA aumentandolos en la corteza

media prefrontal y reduciéndolos en la substancia nigra (Williams et al., 2005).

En cuanto a los efectos de disolventes sobre los receptores serotonérgicos,
se reportd que el tolueno incrementa las corrientes idnicas activadas por serotonina
a través de este receptor ionotropico a concentraciones entre 0.3 y 2 mM (Lopreato

et al., 2003).



Esta integracion de mecanismos es muy interesante, ya que varios tipos de
receptores de diversos sistemas de neurotransmision actuan de manera conjunta
para provocar una inhibicion del SNC. Las concentraciones necesarias para
provocar dicho efecto son sumamente pequefias, lo cual demuestra la potencia de

los disolventes.

1.5.3. Efectos como depresor del Sistema Nervioso Central

Los efectos conductuales del tolueno estudiados a través de diversos

modelos experimentales son los siguientes:

o Efectos anticonvulsivantes

Se ha estudiado el efecto anticonvulsivante de varios disolventes con el fin
de ahondar en el conocimiento de su mecanismo de accién. Para ello se ha
utilizado un antagonista de los receptores GABA4 llamado pentilentetrazol
(PTZ), y se ha encontrado que la inhalacion de tolueno (1000 a 6000 ppm)
durante 30 minutos, protege contra las convulsiones y la muerte de ratones
inducida por el PTZ, de manera dependiente de la concentracion (Cruz et al.,
2003). Ademas, una sola inyeccion de tolueno (100 a 1000 mg/kg, iv)
incrementa el umbral de convulsiones vy letalidad inducidos por
convulsivantes quimicos como la nicotina, bicuculina y picrotoxina (Bowen et

al., 2006).



o Efectos en el aprendizaje y la memoria

En un estudio reciente se muestra que una exposicion a tolueno 4000 ppm,
durante 30 minutos, reduce la capacidad de un ratén para identificar un
estimulo aversivo. Aparentemente, este efecto esta relacionado con un
impedimento en el aprendizaje mas que con la memoria, ya que otros
animales expuestos previamente al estimulo, fueron capaces de reconocerlo
como aversivo aun cuando se probaron posteriormente bajo los efectos de
tolueno (Paez-Martinez et al.,, 2003b). Se ha demostrado que algunas
conductas operantes seguidas de un reforzamiento (como presionar una
palanca para recibir alimento), se modifican después de una exposicién a
inhalables volviéndolas mas dificiles de realizar. Al igual que con la funcién
motora, los efectos agudos de las inhalables parecen ser dependientes de la
concentracion y reversibles (Bowen et al., 2006). Existen varios estudios
acerca del efecto reforzante del tolueno. Se ha logrado entrenar a ratones
para auto administrarse tolueno por via intravenosa, al igual que se ha
logrado demostrar que algunos animales pasan mas tiempo en un
compartimiento que relacionan con la administracion de tolueno (preferencia
espacial condicionada). Ademas, se ha logrado establecer que el tolueno y
otros disolventes de abuso comparten efectos discriminativos con una gran
variedad de depresores del SNC, incluyendo al etanol y pentobarbital.
Recientemente se ha sugerido que el tolueno comparte efectos estimulantes
discriminativos con anfetaminas, abriendo la posibilidad que los inhalables
puedan tener efectos similares a las de una amplia gama de drogas (Bowen

et al., 2006).



o Efectos sobre nocicepcién

En cuanto a la susceptibilidad al dolor se ha encontrado que el tolueno
posee efectos pronociceptivos, es decir, aumenta la sensibilidad al dolor
(Paez-Martinez et al., 2003b).

o Tolerancia y dependencia

La informacion que se tiene respecto al fendbmeno de tolerancia vy
dependencia fisica es muy variable. Tras emplear un modelo conductual de
campo abierto, se reportd el desarrollo de tolerancia en dos conductas
especificas: la ataxia (alteracion en control muscular) y el numero de
exploraciones hacia el aire. Por su parte, Cruz y colaboradores (2003)
evaluaron por medio de una escala de deterioro neurolégico que no existe
tolerancia a 4000 ppm de tolueno en exposiciones reiteradas en una camara
estatica. También se ha reportado que la exposicién crénica a tolueno
aumenta la latencia de aparicion de su efecto hipnético, en comparacién con
la latencia observada tras la exposicion aguda (Paez-Martinez et al., 2003b).
Finalmente, existen algunos reportes que indican que se genera cierta
dependencia fisica pues se presenta hiperexcitabilidad al suprimir la
administracion repetida de tolueno (250 ppm/4 dias), que se traduce en
convulsiones inducidas al sujetar a los ratones por la cola (Wiley et al.,

2003).



o Efectos ansioliticos

Se ha encontrado que el tolueno produce efectos tipo ansiolitico en la
prueba del laberinto elevado en cruz o “plus maze” (2000 a 6000 ppm), ya
que incrementa el numero de entradas y el tiempo que pasan los roedores
en los brazos abiertos de la cruz. En el modelo de enterramiento defensivo,
el tolueno (4000 a 6000 ppm) también produce un efecto tipo ansiolitico, ya
que los ratones expuestos entierran menos el electrodo que representa el

estimulo aversivo en comparacién con animales control (Bowen et al., 2006).



CAPITULO 2. ANTECEDENTES DE EXPOSICION PRENATAL A

DROGAS DE ABUSO

2.1. Generalidades

El estudio de la exposicion prenatal a drogas de abuso, exceptuando los
inhalables, es muy extenso. Gracias a esto se conocen los periodos de mayor
susceptibilidad del feto, el mecanismo por el cual las drogas atraviesan la
membrana placentaria, las alteraciones que provocan, las estructuras danadas y
algunos efectos en el desarrollo y el comportamiento de las crias. Actualmente,
gracias a diversos modelos animales, su estudio se ha facilitado y se ha abierto
una amplia gama de investigaciones donde las variables se pueden controlar de
una manera mas precisa, como lo es el periodo y la forma de exposicion, y la

identificacién de malformaciones o cambios conductuales a largo plazo.

Para comprender la forma en que actuan las drogas de abuso en una
exposicion prenatal, se debe tomar en cuenta que cualquier mamifero es
particularmente susceptible a sufrir alteraciones estructurales en el SNC, en los
periodos mas tempranos de su desarrollo. El periodo de mayor susceptibilidad
prenatal en el ratén es alrededor del décimo dia de gestacion de la madre, ya que
se ha completado la organogénesis y comienza la formacion y desarrollo del

sistema nervioso, ademas del crecimiento y desarrollo fetal (Nagy, 2003).



Mennale

Esquema 1 Etapas del desarrollo gestacional del ratéon en dias
Fuente: http://embryo.soad.umich.edu/animal/cdAtlas/cdAtlas.html

En el ser humano, los 6rganos y el sistema esquelético estan en su etapa de
maximo desarrollo durante los tres primeros meses de gestacion de la madre. En
contraste, el SNC tiene un periodo de desarrollo mas prolongado, que se inicia
inmediatamente después de la concepcion y perdura hasta los 18 meses después

del nacimiento (Brackbill, 1988).

En los mamiferos, la placenta es el sitio principal de intercambio de
nutrientes y gases entre la madre y el feto. La placenta y el cordén umbilical
funcionan como un sistema de transporte para el uso de sustancias entre la madre
y el feto. Los nutrientes y el oxigeno pasan de la sangre materna a la fetal, y los
materiales de desecho y el didxido de carbono, de la sangre fetal a la materna a
través de la placenta (Moore, 1998; Hafez, 1970). El transporte de sustancias entre
la placenta y la sangre materna, en ambas direcciones, se facilita por la gran

superficie de la membrana placentaria.



En los mamiferos la mayor parte de los farmacos y sus metabolitos
atraviesan la barrera placentaria y se incorporan a la circulacion fetal. Casi todos
los farmacos y metabolitos cruzan la placenta por difusién simple, al igual que las
sustancias en estado gaseoso (como es el caso de los inhalables), que pasan de
areas de mayor a areas de menor concentracion hasta que se establece el

equilibrio (Moore, 1998).
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Esquema 2 Difusion simple
Fuente: Imagen modificada de ar.geocities.com/biolcito/mem2.htm

Una vez en el torrente sanguineo del feto, las sustancias son transportadas
a 6rganos de alta perfusion (cerebro, higado, rifiones), en donde tienden a alcanzar
concentraciones mucho mayores que las que alcanzarian en un organismo
maduro. La barrera hematoencefalica inmadura, permite el paso y el alojamiento de

los medicamentos y metabolitos en el cerebro (Brackbill, 1988).
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La sangre materna se encuentra en el espacio que rodea las vellosidades. S6lo una membrana delgada
(membrana placentaria) separa la sangre materna que se encuentra en dicho espacio de la sangre fetal que se
encuentra en las vellosidades. Las drogas en la sangre materna pueden cruzar esta membrana y penetrar a la
sangre contenida en los vasos a través de las vellosidades y finalmente alcanzar al feto por el cordén umbilical.

Esquema 3 Paso de farmacos o drogas de abuso de la sangre materna a la fetal
Fuente: Imagen y texto modificado de www.merck.com/mmhe/sec22/ch259/ch259a.html


http://www.mie.utoronto.ca/labs/lcdlab/biopic/biofigures.htm
http://ar.geocities.com/biolcito/mem2.htm
http://www.merck.com/mmhe/sec22/ch259/ch259a.html

La depuracion de sustancias téxicas en el tejido cerebral y en otros érganos,
toma mucho mas tiempo que el que tomaria en organismos maduros, debido a que
en el feto, el metabolismo de los farmacos y su excrecion estan alterados por
inmadurez hepatica y renal. La vulnerabilidad del SNC en rapido desarrollo, aunado
a la “inmadurez” funcional del feto al momento del nacimiento, crea una situacion
que facilita la aparicion de alteraciones, incluso con una sola administracion de
algun farmaco (esto no significa que la administracion crénica repetida no dé lugar
a un dano mas marcado o extenso que la administracién aguda) (Brackbil, 1988).
Ademas, se requiere de sélo 30 minutos, o un poco mas, para que una droga se
distribuya en el feto y alcance el equilibrio (NIDA, 1995). Los efectos de los
farmacos dependen de la concentracion y frecuencia de la dosis, la via de
administracion, el estado de embarazo o prenez, la salud materna y el estado
nutricional, el estado genético de la madre y su hijo, entre otros factores (NIDA,

1995).

2.2.  Exposicion prenatal atolueno

En la exposicidén prenatal, el tolueno atraviesa la placenta por difusion simple
afectando la formacion de varias zonas cerebrales, principalmente el cerebelo, el
hipocampo, la corteza frontal y la occipital (Chen, 2004). Una vez alteradas estas
estructuras y conforme el desarrollo continua, el tolueno provoca una vulnerabilidad
del sistema nervioso que se expresa a largo plazo. Elderfors menciona que esta
vulnerabilidad se debe, entre otras causas, a un aumento en el nivel de estrés
oxidativo desencadenado por un desequilibrio en los niveles de calcio (Edelfors et

al., 2001).



Existen pocos estudios acerca de los efectos de la exposicion prenatal a
tolueno. Sin embargo, se sabe que la inhalacién de tolueno por parte de ratas
madres afecta la citoarquitectura de su corteza somatosensorial al reducir el
numero de neuronas presentes y retrasar el tiempo de migracion de éstas. Estos
cambios se pueden deber a una reduccién en la generacion neuronal y/o a un
aumento en la apoptosis neuronal, la cual se considera que comienza, en parte, por

estrés oxidativo (Gospe et al., 1999; Edelfors et al., 2002).

El efecto de la exposicién a tolueno se refleja en nacimientos prematuros,
disminucién del peso al nacer y una embriopatia que, actualmente, se ha
comenzado a describir en humanos. A la embriopatia provocada por disolventes de
abuso se le ha llamado Sindrome Fetal por Disolventes, y se considera similar al
Sindrome Alcohdlico Fetal. Se caracteriza por ciertos rasgos fenotipicos como son
microcefalia, malformacion cerebral, diametro bifrontal angosto, fisuras palpebrales
cortas, puente nasal ancho, puntas de los dedos desafiladas, retardo en el
crecimiento y desarrollo del SNC, asi como problemas del lenguaje, hiperactividad,
disfuncion cerebelar, incapacidad motora e intelectual (Arnold et al., 1994; Pearson

et al., 1994; Gospe, 1999; Lee et al., 2004).



CAPITULO 3. ANSIEDAD

3.1. Definiciéon

La ansiedad se define como un estado conductual no placentero
caracterizado por intranquilidad y expectacion aprehensiva, que se acompana de
una serie de reacciones vegetativas como son sudoracion, temor y taquicardia,

entre otros. (Rosenbaun, 1982)

Se ha reportado una clara comorbilidad entre la aparicion de un trastorno de
ansiedad y el consumo de drogas de abuso, entre las que se incluyen el alcohol,
las anfetaminas, algunos alucindbgenos, cafeina, cannabinoides, cocaina,

fenciclidina e inhalables (DSM-1V, 1995).

3.2. Farmacologia

Con base en diversos estudios conductuales y farmacolégicos se ha
identificado que el sistema GABAérgico, en particular el receptor GABAxr —
benzodiacepinas, esta involucrado en la patofisiologia de los desérdenes de
ansiedad. Los agonistas del sitio de union a las benzodiacepinas (BZ), por ejemplo
el clordiazepdxido y el diazepam, tienen propiedades ansioliticas y un amplio
margen de seguridad, especialmente cuando se comparan con los barbituricos.
Ademas, cada vez se presentan mas evidencias que muestran que los efectos de
los ligandos a BZ difieren de acuerdo a la composicion por subunidades del

receptor GABA,, abriendo la posibilidad de que diferentes composiciones puedan



ser responsables de la diversidad de sus efectos conductuales (Clement y col.,

1998).

Por otro lado, modelos clinicos y animales han contribuido con mayor
evidencia a demostrar que la neurotransmision serotoninérgica esta involucrada
en la etiologia, la expresién y el tratamiento de la ansiedad. La ansiedad esta
usualmente asociada con el incremento de 5-HT enddgena, mientras que la
ansiolisis esta asociada con su disminucion. Actualmente se han encontrado 14
subtipos de receptores de 5-HT, de los cuales los subtipos 5-HT1a, 5-HT2 y 5-HT3
juegan un papel importante en la ansiedad. La estimulacion del subtipo 5-HT1a
mostro tener efectos ansioliticos en el raton (Lopez-Rubalcava, 1992), mientras
que la del subtipo 5-HT, tuvo efectos ansiogénicos (Curzon et al., 1991) y
finalmente la estimulacidon del subtipo 5-HT3 tiene efectos ansioliticos (Olivier et

al., 2000).

Ademas de estos dos sistemas de neurotransmision, se han identificado
diversos antagonistas del receptor NMDA con efectos ansioliticos (Wiley y col.,
1992). La administracion repetida de antagonistas NMDA produjo efectos
ansioliticos en varios modelos animales (Jessa et al., 1996), por lo que el sistema
glutamatérgico también se ha implicado en la regulacion de la ansiedad. Por su
parte, varios antagonistas de receptores glutamatérgicos no-NMDA han
demostrado tener efectos ansiogénicos en la prueba del laberinto elevado de cruz

(Karez et al., 1995).



3.3. Modelos animales

3.3.1. Generalidades

Los modelos animales se utilizan como preparaciones experimentales
desarrolladas en una especie, con la finalidad de estudiar fendmenos que ocurren
en otra especie, por lo que su proposito es el de imitar las condiciones humanas
incluyendo las patolégicas, como es el caso de algunos desérdenes mentales con

sus signos y sintomas caracteristicos (Geyer y Markou, 1995).

El uso actual de modelos animales cuenta con los siguientes criterios de
validacién propuestos por Willner en 1986:

1. Correlacion o validez predictiva - Todas aquellas manipulaciones que
influyen en el estado patolégico de los humanos deben tener efectos
similares en el modelo animal. Esto se determina a través de la respuesta a
los tratamientos farmacoldgicos cuyas caracteristicas son:

a) Sensibilidad: EI modelo debe ser sensible al farmaco de una forma
dosis — dependiente, analoga a aquellos compuestos cuya actividad
sea conocida.

b) Selectividad: Los efectos de los compuestos que carecen de
actividad no deben imitar los efectos de los compuestos que si la
poseen.

c) Potencia relativa: La potencia de los agentes en el modelo debe ser

comprable a su potencia observada en la clinica.



2. Isomorfismo o validez de apariencia > Se refiere a la similitud
fenomenoldgica entre el modelo y el trastorno. Al menos, el modelo debe
mostrar las caracteristicas mas representativas.

3. Homologia o validez hipotética - EIl modelo se construye tomando como
base las hipétesis tedricas subyacentes a los trastornos o desérdenes

psiquiatricos.

3.3.1.1. Modelos animales para el estudio de la ansiedad

Para el estudio del efecto de la exposiciéon prenatal al tolueno sobre la
ansiedad, se utilizaron dos pruebas: el modelo de enterramiento defensivo y la
caja de luz/oscuridad. Estos modelos se seleccionaron ya que ambas pruebas son
rapidas, sencillas, son sensibles a farmacos ansioliticos y ansiogénicos, se
construyeron a partir de bases teoricas sobre la biologia de la ansiedad, los
animales no necesitan de un entrenamiento previo y se utilizan estimulos

naturales (Bourin y Hascoét, 2003).



CAPITULO 4. DEPRESION

4.1.

Definiciéon

El DSM -1V define el trastorno de depresion por la presencia de cinco o

mas de los siguientes sintomas de manera casi cotidiana:

*

Estado de animo deprimido la mayor parte del dia

Disminucion acusada del interés o de la capacidad para el placer en todas o
casi todas las actividades

Pérdida o aumento importante de peso o pérdida o aumento del apetito
Insomnio o hipersomnia

Agitacion o lentitud psicomotoras

Fatiga o pérdida de energia

Sentimientos de inutilidad o de culpa excesivos o inapropiados

Disminucion de la capacidad para pensar o concentrarse o indecision
Pensamientos recurrentes de muerte, ideacion suicida o tentativa de

suicido.

Estos sintomas deben ser ajenos a la presencia de un duelo causado por

una incapacidad funcional, una pérdida de vida cercana, un medicamento, una

droga o una condicién clinica.



Hay ciertas sustancias que pueden desencadenar el trastorno de depresion
como es la intoxicacidn por alcohol, alucinbgenos, anfetaminas, cocaina,

fenciclidina, sedantes, inhalables, opiaceos, hipnéticos y ansioliticos.

4.2. Farmacologia

Diversos reportes sefalan que los sistemas noradrenérgico vy

serotoninérgico se encuentran alterados en la depresion.

En cuanto al sistema noradrenérgico se propone que en la depresion hay
una deficiencia importante de catecolaminas. Dentro de este grupo de
neurotransmisores se encuentra la noradrenalina (NA), la dopamina (DA) y la
adrenalina (A). 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’. Una de las tantas
evidencias de esta hipotesis, es la del reporte de que pacientes deprimidos tiene
niveles mas bajos del metabolito de noradrenalina, en comparacion con individuos

no deprimidos (Schildkraut, 1995).

Por otra parte, también se ha postulado la hipdtesis serotoninérgica, la cual
sefala que un mal funcionamiento de dicho sistema esta relacionado con el
desorden depresivo, y que la interaccion con este sistema, es parte del
mecanismo de accion de varios antidepresivos. Al igual que en el caso anterior,

una de las evidencias que apoyan esta hipotesis es el reporte de niveles bajos del



principal metabolito del la 5-HT en individuos que intentaron o cometieron suicidio
a través de medios violentos (Gibbons y Davis, 1986). Los receptores
serotoninérgicos involucrados en este fendmeno y mas ampliamente estudiados

son los 5-HT1a y 5-HT2a (Strider et al., 2001).

Recientemente se ha postulado que receptores glutamatérgicos del subtipo
NMDA se encuentran involucrados en la patofisiologia de la depresién mayor y en
los mecanismos de accion de tratamiento antidepresivos. Varios estudios
preclinicos han mostrado que algunos antagonistas del receptor NMDA son
efectivos en modelos animales de depresion que pueden predecir actividad

antidepresiva en humanos (Pittenger et al., 2007).

4.3. Modelos animales para el estudio de la depresion

En el presente estudio se utilizaron dos modelos de depresion: el modelo de
nado forzado y el modelo de suspensiéon de cola. Ambos modelos fueron
seleccionados debido a que: son sensibles y selectivos para farmacos
antidepresivos, se construyeron a partir de las bases tedricas que subyacen a la
depresion (situaciones estresantes), son econdmicos y no son complicados

metodolégicamente (Estrada-Camarena, 2004, Cryan, et al., 2005).



CAPITULO 5. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

5.1. Hipbtesis

Dado que el tolueno es un disolvente de abuso que pasa libremente por la
membrana placentaria y afecta la formacidn de varias zonas cerebrales, las crias
de hembras expuestas presentaran alteraciones en las funciones reguladas por

dichas zonas cerebrales (coordinacion motora, reflejos y/o fuerza muscular).

De la misma manera, dado que el tolueno actia sobre algunos sistemas de
neurotransmision que participan en la regulacion de la ansiedad y la depresion, la
exposicion prenatal a este disolvente de abuso inducira cambios en las crias en

las conductas asociadas a la ansiedad y la depresién experimental.

5.2. Objetivo general

Analizar los efectos de la exposicion prenatal a tolueno en el desarrollo
motor durante los primeros 16 dias postnatales, y los efectos conductuales del

primer al sexto mes de edad en crias de ratones de la cepa Swiss Webster.

5.2.1. Objetivos particulares

Analizar los efectos de la exposicidon prenatal a tolueno en el desarrollo de
la coordinacion motora, la fuerza muscular y los reflejos de las crias recién

nacidas.



Evaluar y comparar los efectos conductuales de la exposicién prenatal a
tolueno en dos modelos de ansiedad y dos modelos de depresion en las crias de

raton al primer, tercer y sexto mes de edad.



CAPITULO 6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Animales

Para la obtencion de las crias que se expusieron a tolueno, se utilizaron
ratones macho y hembra de la cepa Swiss-Webster (20-30 g). Se formaron grupos
de 5 individuos del mismo sexo y se colocaron en cajas con libre acceso a comida
y agua. Se mantuvieron en condiciones de un ciclo invertido de luz/oscuridad de

12 h/12 h y a una temperatura de 22 + 2 ° C.

6.2. Protocolo paralareproduccion de ratones

El protocolo para la reproduccion de ratones se adaptd de los lineamientos
publicados por el Instituto para la Investigacion de Animales de Laboratorio (ILAR,
siglas en inglés) en 1993 y de estudios previos que analizan la conducta sexual
del raton. A las hembras se les inyectd por via subcutanea una solucion de
estrogenos (20 mg / 0.05 ml) y progesterona (5 mg / 0.05 ml) 48 y 4 horas antes
de colocarlas junto con los machos para hacerlas receptivas (Rodriguez-Manzo et
al., 2002). Se tomo6 como base el protocolo de apareamiento en harem por lo que
se colocaron 5 hembras y un macho adulto por caja y se mantuvieron juntos
durante tres dias. Se convino considerar como dia de inicio de la prefiez el
segundo dia posterior a colocarlos a las hembras con el macho. Se le dio
seguimiento permanente al peso diario de las hembras. Un aumento significativo

en este parametro en un lapso de dos semanas corrobor6 su estado de prefiez. A



continuacion se separaron las hembras gestantes, poniéndose cada una en cajas

individuales con libre acceso a agua y alimento (ILAR, 1993).

6.3. Protocolo de exposicion a tolueno

El protocolo de exposiciéon a tolueno (99.8%, Sigma) se realizé con base en
investigaciones anteriores incluidas en la literatura del tema (Bowen et al., 2005).
Las hembras se expusieron a tolueno o aire, del séptimo al vigésimoprimer dia de

gestacion (GD7-GD21).

La concentracion de tolueno utilizada fue de 8000 ppm (Bowen et al., 2005)
equivalentes en volumen a 0.74 ml. para las condiciones de presion atmosférica

de la Ciudad de México.

Para la exposicion al disolvente se utilizd una camara estatica de
inhalacién, consistente de un cilindro de vidrio de 29 litros con una tapa que se
cierra herméticamente. En el centro de esta tapa se encuentran 3 puertos de
inyeccion, los cuales se pueden abrir y cerrar herméticamente, y un pequefio
ventilador. Cercano a la tapa, se encuentra un soporte con malla donde se coloca

el papel filtro en el que se vierte el disolvente utilizado, en este caso, el tolueno.



Imagen 1 Camara estatica utilizada para la exposicion a disolventes de abuso

Se colocaron 5 hembras gestantes dentro de la camara (Moser et al., 1985)
y una vez cerrada la tapa se inyectdo el volumen requerido de tolueno. La
exposicion se realizé dos veces por dia, a las 7:00 y 14:00 hrs., con una duracion

de 30 minutos en cada exposicion.

6.4. Marcaje

Las crias recién nacidas se marcaron con pequefos tatuajes en la cola
realizados con azul de metileno 0.4%, utilizando una aguja, tratando de evitar lo
mas posible su manipulacion para evitar una agresion hacia las crias por parte de
su madre. Posteriormente, al crecer, se marcaron con rayas de plumon indeleble
en la base de la cola. Finalmente, se realizaron perforaciones definitivas en las

orejas para su identificacion y seguimiento durante el resto del experimento.



6.5. Grupos experimentales

Las crias de madres expuestas a aire se consideraron el grupo control,
mientras que las crias de madres expuestas a 8000 ppm tolueno se consideraron

el grupo pretratado.

Las pruebas realizadas abarcaron desde el cuarto dia después del
nacimiento hasta el sexto mes de edad de las crias. Se registrd el peso,

malformaciones y mortandad de las crias en los dias que se aplicaron las pruebas.

6.5.1. Crias recién nacidas

Se realizo un registro del nimero y sexo de las crias por camada después

de su nacimiento.

Las pruebas aplicadas durante este periodo (cuarto a décimocuarto dia
postnatal, PN4-PN16) se emplearon con la finalidad de medir el desarrollo de los
reflejos, coordinacion motora y fuerza muscular de las crias y se adaptaron del

trabajo realizado por Bowen en 2005.

6.5.1.1. Prueba de geotaxia negativa

Esta prueba se utiliza para evaluar el desarrollo de la coordinacion motora

de las crias al colocarlas sobre una malla que gira 180°. Consistio en medir el




tiempo que lograban sostenerse y girar junto con la malla sin caerse de ella. El

tiempo maximo otorgado fue de 60 segundos.

Imagen 2 Geotaxia negativa
Fuente: http://www.ninds.nih.gov/img/mice.jpg

6.5.1.2. Prueba de reflejo de enderezamiento

Esta prueba se utiliza para evaluar el desarrollo de reflejos en las crias.

Consistié en colocar a cada una de ellas sobre su dorso y medir, en segundos, la

latencia para voltearse. El criterio utilizado fue que el animal se volteara y que sus
cuatro patas tocaran la superficie donde se encontraba siendo capaz de

desplazarse. Se les dio como tiempo maximo para lograrlo 60 segundos.

Imagen 3 Reflejo de enderezamiento
Fuente:  http://www.adn.es/clipping/ADNIMA20071022 2356/10.jpg

6.5.1.3. Prueba de capacidad de asimiento

Esta prueba se utiliza para evaluar el desarrollo de la fuerza muscular de
las crias. Consisti6 en colocar a las crias sobre una varilla con un didmetro
aproximado de 0.5 cm. y medir el tiempo que lograban aferrarse a ésta sin caerse.

Si alguna de las crias se habia colocado erroneamente sobre la varilla y ésta



http://www.adn.es/clipping/ADNIMA20071022_2356/10.jpg

habia sido la causa de su caida, se colocaba nuevamente dandole como maximo

de tiempo a cada una 60 s.

Imagen 4 Capacidad de asimiento
Fuente: http://news-service.stanford.edu/news/2005/august24/gifs/mice_smooth.jpg

6.5.2. Crias al primer, tercer y sexto mes de edad

A partir del primer mes de edad, las crias se sometieron a una prueba de

actividad locomotora, a dos modelos de ansiedad y a dos modelos de depresion.

Las hembras so6lo se probaron al primer mes ya que posteriormente
comenzaron sus ciclos estrales y las respuestas en los modelos se hubieran visto

influidas por esta variable. Los machos se probaron durante las tres etapas.

Las pruebas se realizaron en estos tres periodos ya que representan etapas
importantes en el desarrollo de los mamiferos: juvenil (primer mes), adulto (tres

meses) y adulto mayor (seis meses).

6.5.2.1. Actividad locomotora

Esta prueba permite conocer el estado general de los animales al observar
sus movimientos y desplazamiento. Consistio en colocar al ratén en una de las
esquinas de una caja con el piso cuadriculado y contar la cantidad de lineas
cruzadas en un lapso de 5 minutos. Esta prueba se realiz6 antes de cada sesion

de los modelos animales.


http://news-service.stanford.edu/news/2005/august24/gifs/mice_smooth.jpg

Imagen 5 Actividad locomotora
Fuente: jaxmice.jax.org/services/locomotor _activity.html

6.5.2.2. Modelos de ansiedad

6.5.2.2.1. Modelos de enterramiento defensivo

El modelo de enterramiento defensivo se basa en la conducta natural de los
roedores de esconder aquellos estimulos que le son aversivos como puede ser
una luz brillante, un olor desagradable o en este caso un electrodo que produce
una pequefia descarga al hacer contacto con él, por lo que el parametro registrado
que se relaciona directamente con la ansiedad es la conducta de enterramiento

(Pinel y Treit, 1983).

En este modelo el ratén se colocé en una caja tapada con 3 6 4 centimetros
de aserrin en el piso. De una pared de la caja sobresale un electrodo, conectado a
una fuente de poder, el cual emite un pequefio choque eléctrico de 0.3 mA cada
vez que el animal hace contacto con €l. La sesién es videograbada para observar

su comportamiento de enterramiento y medir las siguientes variables:

- Latencia de enterramiento: tiempo que el animal tarda en comenzar a enterrar el

electrodo después de recibir el primer choque -> Variable inversamente


http://jaxmice.jax.org/services/locomotor_activity.html

relacionada con la reactividad (capacidad de respuesta), ya que a mayor latencia

de enterramiento, menor reactividad.

Tiempo de enterramiento: tiempo total que el animal pasa cubriendo el electrodo
con el aserrin del suelo> Variable directamente relacionada con el nivel de
ansiedad, ya que a mayor tiempo total de enterramiento, mayores niveles de

conductas tipo ansiedad.

Numero de choques con el electrodo - Variable relacionada con las respuestas a
ansiedad. Este parametro mide principalmente la capacidad de identificacion de un

estimulo aversivo.

Numero de exploraciones hacia el electrodo - Variable relacionada con las
respuestas tipo ansiedad. Este parametro mide principalmente la capacidad de

identificacion de un estimulo aversivo.

Intensidad de cada choque recibido - Variable directamente relacionada con la
percepcion al dolor, ya que a mayor intensidad del choque, mayor susceptibilidad

al dolor.
Numero de exploraciones hacia el aire > Variable relacionada con la actividad
motora del roedor ya que permite observar la coordinacion de éste al apoyarse

sobre sus patas traseras para olfatear su entorno.

El tiempo de esta prueba fue de 10 minutos por cada raton.



Modelo de enterramiento defensivo
Fuente: Foto personal

Imagen 6

6.5.2.2.2. . Modelo de luz/oscuridad

Este modelo se basa en la aversion innata de los roedores a las areas
iluminadas y la exploracion espontanea como respuesta a estimulos o situaciones

estresantes, como lo es un ambiente nuevo y la luz (Cyran et al., 2005).

Los ratones se colocaron en una caja que esta divida en dos zonas de
iluminacion diferente. Una de estas zonas es completamente oscura (paredes,
suelo y techo) y la otra esta iluminada intensamente con una lampara de luz
artificial. Ambas zonas estan comunicadas por una puerta por la cual el raton

puede pasar libremente.

Las variables medidas en esta prueba son:



- Tiempo acumulado de estancia en la zona iluminada - Variable inversamente
proporcional al nivel de ansiedad ya que a mayor tiempo acumulado en la zona

iluminada, menor nivel de ansiedad.
- Numero de entradas y salidas a través de la puerta entre ambas zonas
-> Variable directamente relacionada con el nivel de estrés ya que a mayor nimero

de transiciones, mayor respuesta a conductas similares a estrés.

El tiempo de esta prueba fue de 10 minutos para cada raton.

—a

Imagen 7 Modelo de luz/oscuridad
Fuente: Foto personal

6.5.2.3. Modelos de depresion

6.5.2.3.1. Modelo de nado forzado

En este modelo los ratones se colocaron dentro de cilindros plasticos de 30
cm de altura y 10 cm de diametro llenos con agua a temperatura ambiente (20 + 2°
C). El agua debe alcanzar un nivel que no le permita al roedor tocar el fondo ni
alcanzar la orilla para escapar. La variable medida es el tiempo de inmovilidad que
es la reduccion de los movimientos hasta que el raton realiza sélo aquellos que le

permiten mantener la narina fuera del agua y respirar. Esta conducta se considera



un estado de “desesperanza” y se propone que es analogo al estado de
desesperanza o abandono que muestra un individuo deprimido (Cyran et al.,
2005). Se considera que un mayor tiempo acumulado de inmovilidad refleja un
mayor nivel de conducta tipo depresiva. La prueba tiene una duracion total de 10

minutos.

Imagen 8 Modelo de nado forzado
Fuente: Foto personal

6.5.2.3.2. Modelo de suspensién de cola

Los ratones se suspenden por la cola y se sujetan a la orilla de una mesa
experimental mediante una cinta adhesiva. Bajo ellos y a poca distancia, se coloca
Su caja con aserrin para evitar que se lastimen si llegasen a soltarse. La variable
medida es el tiempo total acumulado de inmovilidad que es la reduccién de
movimientos como resultado de esta situacidn estresante y sin escape. Se
propone que es una inhabilidad o desgano a mantener un esfuerzo, mas que a

una hipoactividad generalizada, analogo a lo que sucede en pacientes deprimidos



(Cyran et al., 2005). A mayor tiempo acumulado de inmovilidad, mayor la conducta

tipo depresiva. Esta prueba dura 6 minutos.

Modelo de suspensién de la cola
Fuente: Foto personal

Imagen 9

6.6. Analisis de datos

Todos los datos se sometieron a una prueba estadistica no paramétrica, ya
gue se asume que los resultados obtenidos de experimentos conductuales no se
distribuyen normalmente ya que los sujetos presentan o no determinada conducta.
Se utilizé la prueba U de Mann — Whitney para comparar las medianas del grupo
control contra las del grupo tolueno. Se consideré significativa una diferencia de
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Posteriormente, se utilizd6 un analisis de varianza
de rangos no paramétrica para determinar las diferencias dentro de cada grupo, es
decir se analizé las diferencias dentro del grupo control y posteriormente las

diferencias dentro del grupo tolueno. Esta prueba se llama Kruskal Wallis y es la



prueba no parametrica similar al ANOVA. Finalmente se utilizO un ANOVA de dos
vias para comparar mas de dos grupos y para determinar la influencia de dos
factores involucrados, tratamiento y edad (variables independientes) sobre la

respuesta conductual expresada numéricamente (variable dependiente).



CAPITULO 7. RESULTADOS

7.1 Caracteristicas de los grupos experimentales

La tabla 1 muestra el nimero y las caracteristicas de las camadas que se
obtuvieron de las hembras prefladas expuestas a aire durante el periodo de
gestacion. Como se puede observar, las crias del grupo control no presentaron
ninguna malformacion al nacimiento ni a largo plazo. Sin embargo, este grupo fue

el que presentd la mayor mortandad de crias del tercer al sexto mes de edad.

AIRE
NUMERO
TOTAL DE | HEMBRAS MACHOS MALFORMACIONES MORTANDAD
CRIAS
RECIEN
NACIDAS 27 14 13 X 0
1 MES 27 14 13 X 0
3 MESES 13 0 13 X 9
6 MESES 4 0 9 X 0

Tabla 1 Caracteristicas de las camadas del grupo control a lo largo del
experimento

Por su parte, las crias del grupo expuesto prenatalmente a tolueno 8000
ppm no presentaron ninguna malformacion a lo largo del experimento y su

mortandad fue muy baja.

TOLUENO
NUMERO
TOTAL DE | HEMBRAS MACHOS MALFORMACIONES MORTANDAD
CRIAS
RECIEN
NACIDAS 32 18 14 X 1
1 MES 31 18 13 X 0
3 MESES 13 0 13 X
6 MESES 12 0 12 X

Tabla 2 Caracteristicas de las camadas del grupo tolueno 8000 ppm a lo largo
del experimento



7.2 Peso

La figura 1 muestra el efecto de la exposicion prenatal a aire o tolueno 8000
ppm sobre el peso de las crias a los 11 dias de nacidas y al primero, tercero y
sexto mes de edad. Ambos grupos incrementaron de peso conforme aumento la
edad de las crias. Es importante sefialar que el grupo de tolueno tiene un promedio
menor de peso que el grupo control, siendo la diferencia estadisticamente
significativa en los primeros 11 dias y a los tres meses de edad. EIl ANOVA de dos
vias muestra que el tratamiento (exposicién prenatal) y la edad influyeron por
separado en el peso de los animales, sin que hubiera interaccion entre las dos
variables (ver tabla en Fig. 1). Esto indica que el tolueno y la edad provocaron una

variacion en el peso pero cada uno de manera independiente.

PESO
50 -
40 .
PESOS
D 30 [ FUENTE
B’ DEVARIACION | PF | F P
N
gf 20 - Tratamiento | 1 | 31.1 | <0.001
10 4 Edad 11 | 261.5 | <0.001
*%
° Tratamiento x
o . . . . ~dad 11| 1.7 | 0.078
PN11 PN34 PNO8 PN196

Dia postnatal (PN)

—@— Aire
O Tolueno 8000 ppm

Figura 1. Efecto de la exposicién prenatal a aire o tolueno 8000 ppm en el peso de las crias a los 11
dias de nacidas, primero, tercero y sexto mes de edad. Los valores muestran la media + e.e.
prueba U de Mann-Whitney *p<0.05, ***p<0.001. La tabla muestra los valores de la prueba
estadistica ANOVA de dos vias aplicada al peso de las crias.



7.3 Pruebas realizadas a las crias de raton

7.3.1 Prueba de reflejo de enderezamiento

La figura 2 muestra el efecto de la exposicion prenatal a aire o tolueno sobre
el reflejo de enderezamiento de las crias. En este caso, se observa que conforme
aumenta la edad, el reflejo de enderezamiento es mas rapido y en este parametro

el tolueno no tiene efecto.

REFLEJO DE ENDEREZAMIENTO
35 -
30 -
25
20
15

10 4

—@— Aire
57 O Tolueno 8000 ppm

Latencia de enderezamiento (S)

0 T T
PN4 PN12

Dia postnatal (PN)

Figura2 Efecto de la exposicion prenatal a aire o tolueno 8000 ppm en el reflejo de
enderezamiento de las crias a los 4 y 12 dias de nacidas. Los valores muestran la media + e.e.
prueba U de Mann-Whitney no significativa.



7.3.2 Prueba de geotaxia negativa

La figura 3 muestra el efecto de la exposicién prenatal a aire o tolueno en la

prueba de geotaxia negativa. En este caso ambos grupos muestran una tendencia

a incrementar el tiempo total que permanecen los ratones sobre la malla, siendo

significativa solo para el grupo pretratado con tolueno. Cabe sefalar que el grupo

de tolueno siempre permanece menos tiempo sobre la malla que el grupo control.

La tabla de la figura 3 muestra los valores de la ANOVA de dos via y sefiala que,

de manera independiente, el tratamiento y la edad provocaron una variacion en

esta prueba de desarrollo, sin que hubiera interaccion entre las dos variables.

GEOTAXIA NEGATIVA
GEOTAXIA NEGATIVA

—
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N
) FUENTE DE
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_.Cg 4 * Edad 1 5.6 0.022
IS ©
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s 5 edad 1 0.02 0.868
Q
= 14
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PNg PN10 © Tolueno 8000 ppm
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Figura 3 Fig 3. Efecto de la exposicion prenatal a aire o tolueno 8000 ppm en la prueba de geotaxia
negativa de las crias a los 8 y 10 dias de nacidas. Los valores muestran la media + e.e. prueba U
de Mann-Whitney *p<0.05. La tabla muestra los valores de la prueba estadistica ANOVA de dos

vias.
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7.3.3 Prueba de capacidad de asimiento

La figura 4 muestra el efecto de la exposicion prenatal a aire o tolueno en la
prueba de asimiento. En este caso no se encontraron diferencias significativas
entre el grupo control y el grupo tolueno. Sin embargo, hay una tendencia del grupo
tolueno a mantenerse mas tiempo sobre la varilla que el grupo control. EIl ANOVA
de dos vias indica que sOlo el tratamiento influye sobre el tiempo de asimiento (ver

Figura 4).

CAPACIDAD DE ASIMIENTO

ASIMIENTO
NS | o | k| v
Tratamiento 1 7.4 0.009
Edad 1 2.5 0.117
fraamieno x| 3| o9 | 0343

PN13 PNL4 —@- Aire
Dia postnatal (PN) O Tolueno 8000 ppm

Figura 4 Efecto de la exposicién prenatal a aire o tolueno 8000 ppm en la prueba de capacidad de
asimiento de las crias a los 13 y 14 dias de nacidas. Los valores muestran la media + e.e. prueba U
de Mann-Whitney no significativa. La tabla muestra los valores de la prueba estadistica ANOVA de
dos vias.



7.4 Prueba en crias al primer, tercer y sexto mes de edad

7.4.1 Actividad locomotora

La figura 5 muestra el efecto de la exposicion a aire o tolueno sobre la

actividad locomotora de las crias. Se observa que en el grupo control la actividad

locomotora va disminuyendo conforme pasa el tiempo. Por su parte, el grupo

tratado con tolueno mantiene constante su actividad locomotora a pesar del paso

del tiempo. Al comparar los dos grupos se puede observar que hay diferencias

significativas entre ambos grupos, presentandose la mayor diferencia al primer mes

de edad. Por su parte, el ANOVA de dos vias muestra que la edad y la interaccion

de ambos factores si influyeron sobre la actividad de los animales.
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Figura5 Efecto de la exposicion prenatal a aire o tolueno 8000 ppm en la actividad locomotora de
las crias al primer, tercer y sexto mes de edad. Los valores muestran la media = e.e. prueba U de
Mann-Whitney *p<0.05, ***p<0.001. La tabla muestra los valores de la prueba estadistica ANOVA

de dos vias.




7.4.2 Modelos de ansiedad

7.4.2.1 Modelo de enterramiento defensivo

La figura 6 muestra el efecto de la exposicion prenatal a aire o tolueno 8000
ppm sobre la conducta de los ratones que fueron sometidos al modelo de

enterramiento defensivo

En el panel A se observa el tiempo total de enterramiento. El grupo control
presentd una disminucién en el tiempo total de enterramiento dependiente de la
edad. Por su parte, el grupo expuesto a tolueno prenatalmente se mantuvo
constante en el tiempo total de enterramiento a las diferentes edades. Al comparar
ambos grupos, se puede observar que la mayor diferencia entre grupos se
presento al sexto mes de edad. EIl ANOVA de dos vias muestra que solo la edad

influyé de manera independiente en el tiempo total de enterramiento.

En el panel B se muestra el numero de choques. El grupo control muestra un
namero de choques constante que no varia con la edad. A diferencia del grupo
control, el grupo tolueno recibe mayor nimero de choques en los primeros meses
de edad, pero esto se reduce hacia el sexto mes de edad. Al comparar ambos
grupos, se puede observar que la mayor diferencia entre ambos se presento en el
primer y tercer mes de edad, siendo el grupo expuesto prenatalmente a tolueno el
que presentod el mayor numero de choques. EI ANOVA de dos vias sefiala que s6lo
el tratamiento, de manera independiente, provoco variaciones significativas en este

parametro.



En el panel C se observa el grado de los choques recibidos por parte de las
crias. El grupo control presentd una tendencia a disminuir el grado de choque
recibido por parte de los ratones. El grupo expuesto a tolueno tuvo un leve
incremento en el grado de choque, pero éste se redujo hacia al sexto mes de edad.
Al comparar los dos grupos, se puede observar que el grupo tolueno presenté

mayor grado de choque que el grupo control al primer y al tercer mes de edad.

Los parametros de latencia de enterramiento, numero de exploraciones
hacia el electrodo y nimero de exploraciones hacia el aire no mostraron diferencias
significativas en la prueba U de Mann - Whitney por lo que se convino no incluirlos

en los resultados.
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Figura6 Efecto de la exposicién prenatal a aire o tolueno 8000 ppm sobre (A) el tiempo total de
enterramiento, (B) numero y (C) grado de choques en el modelo de enterramiento defensivo de las crias al
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7.4.2.2 Modelos de luz/oscuridad

La figura 7 muestra el efecto de la exposicién prenatal a aire o tolueno 8000
ppm sobre la conducta de ratones sometidos al modelo de ansiedad de

luz/oscuridad.

En el panel A se observa el tiempo acumulado en la zona de luz. El grupo
control se mantuvo constante en el tiempo acumulado que permanecio en la zona
de luz a las diferentes edades analizadas. El grupo tratado con tolueno presentd
una disminucién del tiempo acumulado en luz y sus valores siempre se ubican por
debajo de los valores del grupo control. Al comparar ambos grupos se observa
una diferencia significativa en el tiempo de acumulado en la zona iluminada al
primer y tercer mes de edad. EI ANOVA de dos vias sefala que en este parametro

influyo el tratamiento y la edad de manera independiente.

En el panel B se muestra el numero total de transiciones entre el
compartimento oscuro y el iluminado. El grupo control muestra un comportamiento
constante en el nimero de transiciones en funcién de la edad. Por su parte, el
grupo de tolueno muestra una disminucién de este parametro. Al comparar ambos
grupos se puede observar que el grupo expuesto a tolueno tiende a presentar
menor numero de transiciones, con una diferencia significativa al tercer y sexto
mes de edad. EIl ANOVA de dos vias muestra que el tratamiento y la edad de
manera independiente y en conjunto influyeron significativamente en la variacion

de este parametro.
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Figura7 Efecto de la exposicion prenatal a aire o tolueno 8000 ppm sobre (A) el tiempo
acumulado de inmovilidad en luz y (B) el nimero de transiciones en el modelo de luz —oscuridad de
las crias al primer, tercer y sexto mes de edad. Los valores muestran la media + e.e. prueba U de
Mann-Whitney *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. La tabla muestra los valores de la prueba estadistica
ANOVA dos vias.



7.4.3. Modelos de depresién

7.4.3.1. Modelos de nado forzado

La figura 8 muestra el efecto de la exposicién prenatal a aire o tolueno 8000
ppm en animales sometidos a la prueba de depresion de nado forzado. En esta
figura se muestran el tiempo acumulado de inmovilidad durante 10 minutos. En
ambos casos se observa que el grupo control y el grupo tolueno permanecen
constantes en el tiempo acumulado de inmovilidad. Al comparar ambos grupos no

hubo diferencias significativas entre ellos.
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Figura 8 Efecto de la exposicién prenatal a aire o tolueno 8000 ppm sobre el tiempo acumulado
de inmovilidad a los 10 minutos de las crias al primer, tercer y sexto mes de edad. Los valores
muestran la media + e.e. prueba U de Mann-Whitney no significativa.



7.4.3.2. Modelo de suspension de la cola

La figura 9 muestra el efecto de la exposicion prenatal a aire y tolueno en
animales probados en el modelo de depresion de suspension de la cola. El grupo
control muestra una tendencia constante en los niveles de inmovilidad a lo largo
de las edades probadas. El grupo tolueno muestra una tendencia no significativa a
aumentar el tiempo acumulado de inmovilidad . Comparando los dos grupos, sélo
se pueden observar tendencias por lo que no existe ninguna diferencia

significativa entre ellos.
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Figura 9 Efecto de la exposicion prenatal a aire o tolueno 8000 ppm sobre el tiempo acumulado
de inmovilidad en el modelo de suspension de cola de las crias al primer, tercer y sexto mes de
edad. Los valores muestran la media = e.e. prueba U de Mann-Whitney no significativa.



CAPITULO 8. DISCUSION Y CONCLUSION

El propdsito de esta investigacion fue el de conocer los efectos que provoca
de la exposicion prenatal al tolueno en el desarrollo de la coordinacién motora, de
la fuerza y de los reflejos, asi como los efectos conductuales en modelos de

depresion y ansiedad en diferentes etapas de desarrollo y crecimiento del raton.

Como se menciond anteriormente, en humanos se han descrito casos de
nacimientos prematuros y la aparicion de una embriopatia conocida como el
Sindrome Fetal por Disolventes, que se caracteriza por la presencia de rasgos
morfologicos y psicomotores particulares tras la exposicion prenatal a tolueno
(Arnold et al., 1994; Pearson et al., 1994; Gospe, 1999; Edelfors et al., 2002; Chen
et al., 2004; Lee et al., 2004; Chien et al., 2005), por lo que en nuestro trabajo se
considero importante la identificacion de posibles malformaciones en las camadas
resultantes de ratones hembra expuestas a tolueno durante la gestacion. Los
resultados mostraron que no hubo nacimientos prematuros, asi como ningun tipo
de malformacion visible en las crias expuestas prenatalmente a tolueno 8000 ppm.
Estos datos difieren con lo que se ha descrito en otras investigaciones donde se
han expuesto ratas prefiadas a diferentes concentraciones de tolueno y, se ha
encontrado, que a 12000 ppm hay un incremento significativo de caracteristicas
negativas como retraso en la erupcion de los incisivos, asi como un retardo en el
desarrollo fisico de las crias (Bowen et al., 2005; Thiel y cols., 1996). Sin embargo,

el contraste de estos resultados se puede deber a que se trata de dos especies



diferentes, o a las diversas concentraciones utilizadas, por lo que los resultados no

son excluyentes.

Por otra parte, en el presente trabajo, las camadas expuestas
prenatalmente a tolueno presentaron una baja tasa de mortalidad. Estos
resultados también contrastan con lo reportado en trabajos previos con crias de
ratas expuestas prenatalmente a 8000 y 12000 ppm de tolueno, en donde hubo un
incremento en la mortalidad antes del primer mes de edad (Bowen, et al., 2005,
Thiel y cols., 1996). Es importante enfatizar que las investigaciones en las que se
han reportado este tipo de efectos se utilizan ratas como sujetos experimentales,
por lo que las diferencias entre este trabajo y los trabajos previos podrian deberse
a las diferentes especies utilizadas. Un ejemplo de esto ha sido reportado por
Nakajima y colaboradores, quienes sefialan que existen diferencias en el
metabolismo de algunos disolventes de abuso en roedores, ya que encontraron
que los ratones presentaron una mayor actividad metabdlica para el benceno y

tricloroetileno (TRI) en comparacion con las ratas (Nakajima T., et al., 1993).

El uso de disolventes de abuso durante el embarazo provoca, entre otros
efectos negativos, bajo peso en los recién nacidos (Morton, 1987). Los datos que
obtuvimos en la presente investigacién confirman este hecho, ya que el peso del
grupo de las crias preexpuestas a tolueno siempre se mantuvo por debajo del
grupo control. Thiel y Bowen han reportado resultados similares en ratas indicando
que el bajo peso de las crias al nacer estaria relacionado con la concentracion del

tolueno durante la exposicibn prenatal, ya que, conforme aumenta la



concentracion del disolvente, el peso promedio de las crias disminuye (Thiel,

1996; Bowen et al., 2005).

Como se ha mencionado anteriormente, la exposicion prenatal a tolueno
afecta la formacion de estructuras como el cerebelo, el hipocampo, la corteza
frontal y la occipital (Chen, 2004). Asi mismo, el tolueno provoca una reduccion en
el nimero de neuronas en la corteza cerebral (Gospe et al., 1999) lo cual se
traduce en alteraciones en el desarrollo psicomotor. En este trabajo se traté de
identificar dichas variaciones utilizando un grupo de pruebas que miden el
desarrollo de coordinacion motora (prueba de geotaxia negativa), de reflejos
(prueba de enderezamiento), y de fuerza (prueba de capacidad de asimiento). Los
resultados obtenidos sefialan que las crias tratadas prenatalmente con tolueno
presentan una disminucion en la coordinaciéon motora y ninguna variacion en el
reflejo de enderezamiento ni en la fuerza. En un trabajo previo, Bowen report6
resultados similares en la disminucién de la coordinacion motora en ratas
expuestas prenatalmente a 8000 y 12000 ppm de tolueno utilizando las misma
pruebas (Bowen et al., 2005). Por lo tanto, en ambas investigaciones se obtuvo el
mismo efecto del tolueno al disminuir la coordinacion motora de las crias
posiblemente a la alteracibn en la formacion de estructuras cerebrales
relacionadas con esta funcién motora como lo es el cerebelo. Esta posibilidad se
relaciona con la disfuncion cerebelar caracteristica del sindrome descrito para
humanos, sin embargo para corroborar esta hipétesis convendria completar este

estudio en el futuro con un analisis histologico de esta estructura.



En la segunda parte del trabajo se estudio la actividad locomotora de los
animales prenatalmente expuestos a tolueno en el modelo de “campo abierto” una
vez que cumplieron un mes, tres meses y seis meses de edad. Esta prueba de
actividad nos ayuda a conocer el estado general de los animales, ya que en ella
podemos observar la actividad general del raton en un espacio abierto, incluyendo
la coordinacion de sus movimientos. Los resultados mostraron que la actividad
general del grupo control disminuyé conforme aumento la edad, mientras que la
actividad del grupo preexpuesto a tolueno se mantuvo constante a pesar del paso
del tiempo. Es importante sefalar que la actividad de los roedores en el modelo de
campo abierto depende en gran medida del componente novedoso de la prueba,
aprovechando la caracteristica innata de los roedores de explorar lugares
desconocidos. Es posible que los animales control presentaran una disminucién
de la actividad locomotora derivada del aprendizaje, como consecuencia de la
exposiciéon repetida al modelo, (es decir dejan de explorar porque ya conocen el
ambiente), mas que por un efecto debido a la edad. La raz6n por la cual los
animales prenatalmente expuestos a tolueno no presentan esta disminucion de la
actividad general en campo abierto, tras una exposicion repetida al modelo, se
desconoce. Sin embargo, es interesante sefalar que en trabajos recientes en el
laboratorio, se ha reportado que los animales expuestos agudamente a tolueno
presentan una disminucion de la capacidad de reconocer objetos novedosos o
estimulos aversivos (P4ez-Martinez et al., 2003b). Si la capacidad de reconocer
ambientes conocidos se encuentra también disminuida en animales prenatalmente
expuestos a tolueno, esto Ultimo podria explicar el hecho de que estos animales

presenten una actividad general constante en el modelo de campo abierto auln



cuando fueron sometidos repetidamente al modelo, es decir que el ambiente
continla siendo novedoso. Sin embargo, es necesario realizar estudios
especificos para comprobar esta hipoétesis. Otra posibilidad, que también debe
considerarse, es el hecho de que se ha reportado una hiperactividad locomotora
como parte del Sindrome Fetal por Disolventes en humanos (Chen et al., 2004).
Es posible que los animales que fueron expuestos prenatalmente a tolueno
presenten esta caracteristica del sindrome y lo que observamos en el modelo de
campo abierto sea un efecto de hiperactividad. Para comprender mejor este
hallazgo, se deberan realizar experimentos especificos encaminados a discernir
entre estas posibilidades. Es importante sefialar que en investigaciones similares
en las que se utilizaron ratas como sujetos experimentales, no se encontraron
alteraciones en la actividad locomotora de ratas tras la exposicién prenatal a
tolueno 300, 600, 1000 y 1200 ppm, utilizando un aparato con celdas foto-

sensibles para evaluarla (Thiel y cols., 1996),

Los modelos animales, como mencionamos anteriormente, se utilizan como
una preparacion experimental desarrollada en una especie con la finalidad de
estudiar fendmenos que ocurren en otra especie. Los modelos utilizados en esta
investigacion para el estudio de conductas similares a la ansiedad fueron el de
enterramiento defensivo y el modelo de luz/oscuridad. Una ventaja del uso de
estos dos modelos es que cada uno mide diferentes expresiones conductuales de
ansiedad o temor. Por una parte, en el modelo de luz/oscuridad los ratones
presentan una disminucion en la conducta de exploraciéon al estar en un ambiente

aversivo (zona desconocida y altamente iluminada), mientras que en el modelo de



enterramiento defensivo los ratones pueden expresar dos tipos de conductas al
estar frente a un estimulo aversivo (electrodo electrificado). Por una parte, pueden
presentar una conducta activa que es la conducta de enterramiento, o bien, una

conducta pasiva al inmovilizarse o “congelarse” ante el estimulo aversivo.

El modelo de enterramiento defensivo se basa en la conducta natural de los
roedores de enterrar o esconder aquellos estimulos que le son aversivos como
puede ser una luz brillante, un olor desagradable, e incluso pueden llegar a
enterrar al macho dominante (Pinel y Treit, 1983). Como se menciond
anteriormente, en este modelo el estimulo aversivo es un electrodo que produce
una pequefia descarga al hacer contacto con él, por lo que el parametro registrado
que se relaciona directamente con la ansiedad es la conducta de enterramiento.
Se ha demostrado que las drogas con propiedades ansioliticas en la practica
clinica disminuyen esta conducta, por lo que el enterramiento se ha usado
extensamente como un indice de miedo/ansiedad en estudios de investigacion

béasica (De Boer y col., 2003).

Nuestros resultados en este modelo sefalan que el grupo control presentd
una disminucion del tiempo total de enterramiento conforme aumentaba la edad.
Este resultado se puede deber a que los animales, al ser expuestos repetidamente
al modelo, reconozcan el estimulo aversivo y en lugar de enterrarlo ya no se
acerquen a él. De hecho, Pinel y Treit reportaron que un animal expuesto al
modelo puede recordarlo hasta 20 dias después de haber sido sometido al

estimulo aversivo (Pinel y Treit, 1978). Sin embargo, no se han reportado estudios



en los que se prueben animales hasta tres meses después de la primera
exposicion al modelo de enterramiento. Sera necesario hacer estudios especificos
para ver hasta cuanto tiempo después de haber pasado por la prueba de
enterramiento el raton recuerda el modelo. Por otra parte, también existe la
posibilidad de que la misma edad modifigue la expresion de la conducta de
enterramiento. Por ejemplo, Lopez-Rubalcava y Fernandez-Guasti en 1996
reportaron que las ratas modifican la expresion de temor o ansiedad dependiendo
de su edad al ser sometidas al modelo de enterramiento defensivo. En este caso,
los animales de 3 meses de edad muestran mayor conducta de enterramiento y
poca inmovilidad o congelamiento, mientras que animales de 6 meses de edad
presentan menor conducta de enterramiento y mayor conducta de inmovilidad o
congelamiento (Lépez — Rubalcava et al., 1996). Con base en estos datos, es
posible que al igual que las ratas, los ratones modifiquen la expresion conductual

de temor/ansiedad dependiendo de la edad del sujeto experimental.

En nuestra investigacién, el grupo preexpuesto a tolueno mantuvo
constante la conducta de enterramiento a pesar del cambio en edad. De igual
manera, el numero de choques se mantuvo constante al primer y tercer mes de
edad. Al igual que en la actividad locomotora puedes ser que en este modelo el
tolueno afecte el aprendizaje o la memoria de reconocimiento de un estimulo
aversivo (electrodo). Este efecto podria, en un momento dado, explicar por qué en
estos animales no disminuye la conducta de enterramiento, alun cuando se
exponga repetidamente el raton al modelo. Sin embargo, se deberan realizar mas

estudios para confirmar esta interpretacion. Es importante sefalar que en el



modelo de enterramiento defensivo un incremento en la conducta de
enterramiento se interpreta como un incremento en los niveles de ansiedad o
temor del animal. En un estudio previo, Treit examino varios agentes e identificd a
la escopolamina, la clorpromacina, la yohimbina y el pentilenetetrazol como
agentes que incrementan la conducta de enterramiento (Treit, D., 1989). Es
posible que la exposicion prenatal a tolueno incremente los niveles de ansiedad y
que esto se refleje en un incremento en la conducta de enterramiento al mes y a
los tres meses de edad, en comparacion con el grupo control. Por otra parte,
también es importante sefialar que en trabajos previos se ha reportado que la
exposicion a tolueno de forma aguda de animales adultos reduce la conducta de
enterramiento, es decir tiene efectos ansioliticos (L6pez-Rubalcava et al., 2000 y
Paez-Martinez et al., 2003). Se deberan realizar estudios especificos para analizar
estos resultados tipo ansioliticos. Sin embargo, hay que mencionar que en apoyo
al efecto ansiogénico del tolueno por exposicion prenatal, estan los resultados

encontrados en el modelo de luz/oscuridad (ver mas adelante).

Finalmente, en el modelo de enterramiento defensivo, se observé que el
tolueno provocd que la variable del grado de choque en el grupo pretratado con
tolueno fuera mayor que en el grupo control, indicando una mayor susceptibilidad
al dolor y mayor sensibilizacién al choque del electrodo en el grupo experimental.
Esto se corrobora con lo reportado por Paez-Martinez y colaboradores acerca de
que el tolueno posee efectos pronociceptivos, por lo que hay una mayor

sensibilidad al dolor (P4ez-Martinez et al., 2003b, 2003c).



El otro modelo de ansiedad utilizado fue la prueba de luz/oscuridad, la cual
se basa en la aversion innata de los roedores a las areas iluminadas y la
exploracion espontdnea como respuesta a estimulos o situaciones estresantes,
como lo es un ambiente nuevo y la luz. Se ha encontrado que los ansioliticos
incrementan la exploracion de un ambiente aversivo (observandose un incremento
en el nimero de transiciones entre los dos compartimientos del modelo) y un
incremento en el tiempo acumulado en la zona iluminada, mientras que los

ansiogeénicos disminuyen estos parametros (Bouriny col., 2003).

Nuestros resultados sefalan que el grupo control permanecié mayor tiempo
en el &rea iluminada y present6é mayor cantidad de transiciones que el grupo
preexpuesto a tolueno. Estos resultados confirman lo reportado por Bourin y
Hascoét en 2003, donde ratones control exhiben un aumento en la actividad total,
caracterizada por un incremento en los movimientos en cada compartimento, asi
como un incremento en el nimero de transiciones (Bourin y Hascoét, 2003).
Estos resultados se pueden deber, como mencionamos anteriormente en el
modelo de enterramiento defensivo, a una habituacion al modelo (Bourin y
Hascoét, 2003). Por otra parte, se observa que los animales prenatalmente
expuestos a tolueno presentan menor ndmero de transiciones y pasan menos
tiempo en el area iluminada que el grupo control, lo que se puede interpretar como
un incremento en los niveles de ansiedad o temor. Esto se puede deber a que el
tolueno presente nuevamente alguna propiedad que afecte el aprendizaje o la
memoria de reconocimiento del estimulo aversivo, que en este caso fue la luz.

Esta incapacidad de aprendizaje o memoria por parte de las crias en el modelo de



luz/oscuridad es similar al obtenido en el modelo de enterramiento defensivo, por
lo que se ambos modelos convergen en la teoria de que el tolueno administrado

prenatalmente incrementa los niveles de ansiedad.

En conjunto, ambos modelos sefialan que el tolueno parece tener efecto
tipo ansiogénico en animales expuestos durante la etapa prenatal, lo cual
contrasta claramente con lo observado en animales expuestos al tolueno durante

la etapa adulta.

Los modelos animales utilizados en esta investigacion para el estudio de
conductas similares a la depresion, fueron el de nado forzado y el de suspension

de la cola.

Las bases de la prueba de nado forzado consisten en someter al animal a
una situacién estresante de la que no puede escapar. En algin momento se
presenta una conducta de inmovilidad, que se considera un estado de
“desesperanza” conductual, el cual, se propone, es analogo al estado de
desesperanza o abandono que muestra un individuo deprimido (Cyran et al.,
2005). Cabe seialar que mediante el uso de esta prueba ha sido posible
determinar los mecanismos de accién de diversos antidepresivos, substratos
neuroanatomicos participantes en la depresion experimental, asi como cambios

endocrinos y neuroquimicos (Estrada-Camarena, 2006).



La base de la prueba de suspension de cola también esta en someter al
animal a una situacion estresante de la cual no hay manera de escapar. En esta
situacion al principio se presentan movimientos orientados al escape de la
situacion pero, posteriormente, se toma una postura de inmovilidad ante la
imposibilidad del escape. Esta inmovilidad parece ser analoga a la observacion
clinica de pacientes deprimidos que carecen de la motivacion para realizar
esfuerzos, lo cual se refleja en una disfuncion psicomotora pronunciada. Se ha
determinado que tratamientos antidepresivos provocan la persistencia de
conductas dirigidas al escape por periodos de tiempo mas largos (Cyran et al.,

2005).

Es interesante sefalar que en ninguno de los dos modelos de depresion
utilizados se observo efecto alguno de la exposicidn prenatal a tolueno, contrario a
lo observado en los modelos de ansiedad. Sin embargo, en otras investigaciones
llevadas a cabo en nuestro laboratorio, se ha reportado que tras la exposicion
aguda, el tolueno tiene un efecto tipo antidepresivo, dependiente de la

concentracion, en los mismos modelos de depresion (Soberanes, 2007).

De este proyecto se derivan un gran numero de posibles investigaciones,
como se menciono6 anteriormente en la discusién de los resultados, asi como una
gran cantidad de variantes para esta linea de investigacion. Algunas de estas
proyecciones son:

e Utilizar crias hembras

e Utilizar diversas concentraciones de tolueno



e Utilizar otros compuestos de los disolventes de abuso

e Utilizar otros modelos de ansiedad y depresion

Con base en estos hallazgos, otra perspectiva de investigacion que puede ser
de interés es estudiar los efectos de la exposicidn a disolventes en diferentes

etapas de maduracion de las crias.

Cabe sefalar que, ademas de la exposicién prenatal, se ha observado que
existe un periodo llamado sinaptogénesis o aceleracion del crecimiento cerebral, el
cual representa un periodo postnatal de desarrollo, durante el cual muchos
componentes del cerebro en desarrollo son particularmente vulnerables al efecto
de neurotoéxicos. Este periodo ocurre durante la etapa temprana postnatal en ratas
y corresponde al tercer trimestre del desarrollo fetal humano. (Dobbing J. Sands
J., 1979). A pesar de que nuestra investigacion solo abarcé las ultimas dos
semanas de exposicion prenatal, los resultados que se han obtenido en ratas
expuestas durante la sinaptogénsis, demuestran que el tolueno provoca un
aumento en la actividad locomotora, una disminucion en el umbral a la
presentacion de convulsiones inducidas por NMDA y un incremento en la
expresion de la subunidad NR2A en hipocampo y cerebelo (Lee et. al, 2004; Chen,
2004). Estos datos sefala que este disolvente induce cambios en periodos
postnatales tempranos, provocando cambios en estructuras cerebrales y en la
neuroplasticidad del sistema nervioso (Lee et. al, 2004), los que esta demuestra
nuevamente, que este periodo es de gran susceptibilidad, incluso mayor, que la

adolescencia temprana (Chien et al, 2005).



Finalmente, esperamos que con esta investigacion se logre contribuir a
hacer un poco de conciencia respecto a los aspectos sociales que el fendmeno de
drogadiccién con inhalables representa en nuestro pais. Las cifras que a este
respecto proveen los censos sobre adicciones son alarmantes. Durante el afio
2002 los pacientes atendidos en los Centros de Tratamiento Gubernamentales y
No Gubernamentales (especificamente en los Centros de Integracién Juvenil),
muestran que los inhalables se situaron como la tercera droga de inicio mas
reportada (después de la marihuana y la cocaina) y, en el cuarto lugar, de las
drogas de impacto social (Observatorio mexicano en tabaco, alcohol y otras
drogas, 2003). La mayoria de los usuarios se encuentra en el rango de 5 a 14
afios de edad, s6lo han concluido la primaria y la mayoria pertenece a un nivel
socioecondmico medio-bajo, datos que reflejan los aspectos culturales, sociales y

econdmicos de este fendbmeno.

Sin embargo, si bien sigue predominando la poblacibn masculina, la
poblacién femenina aumenta en el consumo de todas las drogas de abuso. Los
estudios respecto al consumo de drogas en general, o de alcohol en patrticular, y el
embarazo son realmente escasos ya que es muy dificil obtenerlos, debido a que la
poblacién que abusa de inhalables no desea acercarse a las instituciones de
atencién médica (Romero, 1997). Con respecto a las drogas médicas y las drogas
ilegales, pocos son los trabajos que se han dedicado a estudiar el uso de este tipo
de drogas psicotropicas durante el embarazo y la lactancia en nuestro pais. En
Latinoamérica, el consumo de cocaina se ha iniciado desde hace una década en

forma importante por hombres y mujeres, sin embargo, sigue siendo prevaleciente



el consumo de marihuana y disolventes inhalables consumidos en su mayoria por
poblacion joven, por lo que pueden darse la convergencia entre el embarazo en
adolescentes y el abuso de sustancias en grupos de mayor riesgo, como pueden

ser las niflas de la calle (Romero, 1997).
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