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Resumen

El tolueno y el ciclohexano son disolventes que se encuentra en productos industriales
utilizados como drogas de abuso por adolescentes. La exposicion cronica al tolueno
produce déficits cognitivos graves, sin embargo, existen pocos estudios sobre las
adaptaciones neuronales en la corteza prefrontal medial (CPFm). El ciclohexano es un
disolvente que no tiene efectos conductuales como el tolueno, pese a ello no hay estudios
que diluciden sus efectos neuronales. Por otro lado, la neuroinflamacién producida por
agentes toxicos contribuye a problemas cognitivos y neuronales. Por ello decidimos
estudiar los efectos neuronales y cognitivos de la exposicion repetida al tolueno y al
ciclohexano, y evaluar la posible relacion que existe entre estos efectos con el proceso de
neuroinflamacién. Ratas Wistar macho fueron expuestas durante 30 min en una cdmara de
exposicion estatica, al aire, 8000 ppm de tolueno o ciclohexano dos veces al dia, durante 10
dias (PN 22 — 35). Otro grupo de animales fue expuesto con el mismo protocolo de tolueno
pero también fue administrado diariamente con minociclina (50 mg/kg i.p.), un farmaco
inhibidor del proceso de neuroinflamacion. Se registraron neuronas piramidales de la capa
V de la region PL con la técnica de patch-clamp. Se cuantificd la expresion de IL- 1B y
TGF-B (mediadores del proceso de inflamacion) mediante la técnica de qPCR. Se evalué la
inmunoreactividad de la microglia y los astrocitos y por Gltimo se evaluaron el aprendizaje
y la memoria temporal con la prueba de evitacion pasiva y reconocimiento de objeto
novedoso. En este trabajo encontramos que el tolueno a 8000 ppm altera las propiedades
pasivas, la frecuencia de disparo, reduce la lanp € incrementa la actividad sinéptica
espontanea. El ciclohexano también tiene efectos sobre la rectificacion de la curva IV y la
frecuencia de disparo pero no resultan significativos y no modifica ni la lanp, ni la actividad
sinaptica espontanea. Ademas, la exposicion repetida al tolueno incrementa la expresion de
IL-1B, la fluorescencia de GFAP e Iba-1 en la regién PL de la CPFm, disminuye la latencia
de paso en la prueba de evitacion pasiva y disminuye el indice de reconocimiento en la
prueba de orden temporal. En conclusion, nuestros resultados muestran que la exposicion
repetida al tolueno aumenta la excitabilidad de las neuronas piramidales de la capa V en
CPFm de ratas adolescentes, produce un patron que indica neuroinflamacion y deteriora
conductas asociadas a la adecuada funcién de la CPFm y que la exposicion al ciclohexano

no tuvo efectos similares al tolueno.
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Abstract

Toluene and cyclohexane are solvents found in industrial products that can be intentionally
inhaled by adolescents. Chronic exposure to toluene produces severe cognitive deficits;
however, there are few studies on neuronal adaptations in the medial prefrontal cortex
(mPFC). Cyclohexane is a solvent that does not share a profile of behavioral effects with
toluene, suggesting that it has less potential for abuse; despite this there are no studies that
elucidate its neuronal effects. On the other hand, neuroinflammation produced by toxic
agents such as solvents contributes to cognitive and neuronal problems. Therefore, we
decided to study the neuronal and cognitive effects of repeated exposure to toluene and
cyclohexane, and to evaluate the possible relationship between these effects with the
neuroinflammation process. Individual groups of male Wistar rats were exposed for 30 min
in a static exposure chamber, in air, 8000 ppm of toluene or cyclohexane twice a day, for 10
days (PN 22-35). Another group of animals was exposed with the same protocol at 8000
ppm toluene and was administered daily with minocycline (50 mg / kg i.p.) a
neuroinflammatory process inhibitor drug. After completing the exposure period, pyramidal
neurons from layer V of the PL region were recorded with the patch-clamp technique. The
expression of IL-1B and TGF-B (mediators of the inflammation process) was quantified by
the qPCR technique. The immunoreactivity of the microglia and the astrocytes was
evaluated and finally the learning and the temporary memory were evaluated with the
passive avoidance test and the novel object recognition. In this work we find that toluene at
8000 ppm alters the passive properties, the firing frequency, reduces the IAHP and
increases the spontaneous synaptic activity. Cyclohexane also has effects on the
rectification of the 1V curve and the firing frequency but they are not significant and do not
modify the IAHP or the spontaneous synaptic activity. In addition, repeated exposure to
toluene increases the expression of IL-1B, the fluorescence of GFAP and Iba-1 in the PL
region of the mPFC, decreases the step latency in the passive avoidance test and decreases
the recognition rate in the temporary order test. In conclusion, our results show that
repeated exposure to toluene increases the excitability of the pyramidal neurons of layer V
in mFPC of adolescent rats produces a pattern that indicates neuroinflammation and impairs
behaviors associated with the adequate function of mPFC and that exposure Cyclohexane

did not have similar effects to toluene.
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Presentacion

Este trabajo se centré en comparar los efectos de dos compuestos que se
encuentran en productos industriales comerciales que pueden inhalarse
intencionalmente con fines de abuso. Los compuestos son el tolueno y el
ciclohexano, y los efectos a analizar son los cambios en la excitabilidad
intrinseca de las neuronas y la posible neuroinflamacion en la corteza
prefrontal de ratas adolescentes expuestas a altas concentraciones de estos
disolventes por periodos cortos, simulando un patrén de abuso, durante la
adolescencia. Para presentar el marco conceptual que lleva al planteamiento
del proyecto a continuaciéon se resumen los antecedentes mas relevantes de

este estudio.
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1. INTRODUCCION

1.1 Inhalables

Los inhalables son sustancias volatiles a temperatura ambiente que se usan por la via de la
inhalacion para producir un estado de intoxicacion o alterado de conciencia. Se pueden
agrupar segun sus efectos farmacologicos en: a) disolventes y combustibles; b) o6xido

nitroso y otros gases; Yy c) nitritos (Balster et al., 2009).

Los disolventes se pueden clasificar a partir de su estructura quimica. Los hidrocarburos
aromaticos formados por un anillo aroméatico y uno, dos o varios grupos metilo como
sustituyentes, son los mas utilizados. A este grupo pertenece el metilbenceno o tolueno que
es el componente principal de desengrasantes, diluyentes, tintas, pinturas y muchos otros
productos comerciales. Existen otros hidrocarburos no arométicos como el ciclohexano y el
n-hexano que también son componentes importantes de pegamentos de calzados y
diluyentes, entre otros.

A continuacion, se describen algunas de las caracteristicas fisicoquimicas, asi como los
efectos conductuales y moleculares de las sustancias volatiles que se utilizaron en el

presente estudio.

1.1.1 Tolueno

El tolueno es el mas simple de los alquilbencenos; se le llama también metilbenceno o
fenilmetano. Es un liquido incoloro e inflamable, poco soluble y menos denso que el agua
(Figura 1). Se volatiliza con facilidad y una vez en estado gaseoso, es mas denso que el aire
(Arlien-Soborg, 1992).
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Figura 1. Estructura quimica y principales propiedades fisicoquimicas del tolueno.

1.1.1.1 Usos

El tolueno es un disolvente de aceites, resinas, caucho, asfalto y brea y diluyente de
pinturas, barnices y tintas. Se encuentra en mezclas que se utilizan como productos de
limpieza, en distintas industrias, en artesanias, en la oficina y el hogar. Ademas, es un

componente del combustible para aviones y de la gasolina para automoviles (Haley, 1987).

1.1.1.2 Farmacocinética

El tolueno se absorbe en el organismo principalmente a través del tracto respiratorio y, en
menor proporcion, a través de la piel. Traspasa facilmente la membrana alveolar. Se
distribuye por los distintos tejidos en cantidades variables que dependen de sus
caracteristicas de perfusion y solubilidad. Se metaboliza principalmente por la via del
citocromo P450 2E1 (CYP2E1) en el higado (Dick, 2006; Smith, 2010).

El &cido hiparico es el producto méas importante de su metabolismo. Representa

aproximadamente el 68% del tolueno absorbido y aparece en la orina. La vida media de



eliminacién del &cido hipurico es muy corta, del orden de 1 a 2 horas. La cantidad de
tolueno retenida en el organismo depende del porcentaje de grasa del individuo (Arlien-
Soborg, 1992).

1.1.1.3 Efectos conductuales

Los efectos del tolueno son similares a los de otros depresores del sistema nervioso central
(SNC) tales como el alcohol, los barbitiricos y las benzodiacepinas (Balster et al., 1998).
Sin embargo, a diferencia de estos compuestos, el tolueno produce alucinaciones a
concentraciones altas . Entre las acciones similares a los de otros depresores del SNC, la
administracion aguda de tolueno reduce la conducta tipo ansiedad (Bowen et al., 1996;
Ldpez-Rubalcava et al., 2000) disminuye la coordinacion locomotriz a concentraciones
altas, deteriora el aprendizaje y la memoria (Bowen et al., 2006; Furlong et al., 2016;
Huerta-Rivas et al., 2012) y protege contra las convulsiones producidas por diversos
agentes quimicos (Cruz et al., 2016). Todos estos efectos se presentan con exposiciones
breves (15-30 min) a concentraciones entre 500 y 8000 ppm.

Los efectos observados en la clinica tras la exposicién crénica de tolueno en
concentraciones altas (de miles de ppm, como a las que se exponen las personas que
inhalan intencionalmente) son: ansiedad, depresion, disgregacion del pensamiento, pérdida
de la memoria, problemas de aprendizaje, rinitis, bronquitis crénica, muerte neuronal,
atrofia en tallo cerebral y cerebelar, ensanchamiento de ventriculos cerebrales, neuropatia
oOptica y del nervio acustico (Cruz et al., 2014; Filley et al., 2004; Fornazzari et al., 2003;
White and Proctor, 1997).

La encefalopatia o leucoencefalopatia asociada al abuso cronico de tolueno es un desorden
permanente relacionado con dafio a la sustancia blanca del cerebro. El deterioro cognitivo y
la neuroinflamacion son los efectos mas evidentes de este sindrome neurotdxico cronico
(Filley et al., 2004; Fornazzari et al., 1983).

1.1.1.4 Efectos moleculares

El tolueno es una molécula que afecta diferentes blancos moleculares. Es un antagonista no

competitivo de diferentes subtipos del receptor NMDA, en particular del NR1/2B (Cruz et
3



al., 1998). El tolueno también es un modulador del receptor GABAA Yy de los receptores de
glicina (Beckstead et al., 2000).

Otros efectos regulados por el tolueno son: el aumento de las corrientes activadas por los
receptores 5-HT3 (Lopreato et al., 2003), el antagonismo de algunos subtipos de receptores
nicotinicos (Bale et al., 2002) y el antagonismo de los canales de sodio y de calcio
activados por voltaje (Tillar et al., 2002). De estos blancos moleculares, los mas sensibles a
concentraciones relativamente bajas de tolueno (submilimolares) son los receptores NMDA
y GABAA.

Como sucede con las demas drogas de abuso, el tolueno activa el sistema de recompensa y
produce preferencia condicionada de lugar en modelos animales de adiccion y liberacion de
dopamina en el sistema mesolimbico (Beckley and Woodward, 2013; Gerasimov et al.,
2003).

Estudios recientes han demostrado que la exposicion aguda a tolueno aumenta los niveles
tisulares de serotonina y dopamina en diferentes regiones cerebrales, incluida la corteza
prefrontal en ratas. (Rivera-Garcia et al., 2015). También se ha reportado que la exposicion
cronica al tolueno produce adaptaciones celulares tales como un aumento del nimero de
receptores NMDA (de las subunidades NR1 y NR2B) en el hipocampo de ratas (Williams
et al., 2005) y en células hipocampales en cultivo (Bale et al., 2005).

Estudios en neuronas de la corteza prefrontal (CPF) de ratas han revelado que la
administracion aguda de diferentes concentraciones de tolueno (0.1, 0.3, 1 y 3 mM) inhibe
las corrientes postsinapticas excitadoras 0 EPSCs mediadas por NMDA y aumenta las
corrientes postsindpticas inhibidoras o IPSCs mediadas por GABA (Beckley and
Woodward, 2011a). Sin embargo, no se han realizado estudios para determinar qué sucede

en la CPF de animales expuestos de manera repetida al tolueno.

1.1.2 Ciclohexano

El ciclohexano, también llamado hexahidrobenceno, hexametileno y hexanafteno, se
obtiene por la destilacion de aceite crudo de petréleo o por hidrogenacion de benceno a 150
°C (Figura 2) (Yasugi et al., 1994).
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Figura 2. Estructura quimica y principales propiedades fisicoquimicas del ciclohexano.

1.1.2.1 Usos

El ciclohexano esta presente de forma natural en todos los tipos de petréleo crudo. La
mayor parte se emplea en la produccion de plasticos, con cantidades menores destinadas a
su uso como disolvente y como agente quimico intermedio. La exposicion ocupacional al
ciclohexano suele producirse en combinacién con otros disolventes. Una mezcla de
disolventes que incluye n-hexano y ciclohexano, conocida como “hexano comercial”, es
muy utilizada como disolvente en la industria del calzado. La poblacidn general puede estar
expuesta al ciclohexano debido a que esta presente en la gasolina (Yasugi et al., 1994;
Yuasa et al., 1996).



1.1.2.2 Farmacocinética

El ciclohexano se absorbe por via pulmonar, y se exhala, en su mayoria, de inmediato con
la respiracion. Los productos principales de su metabolismo son derivados hidroxilados que
se excretan tras la conjugacion con acidos glucuronicos en la orina. Los metabolitos

urinarios incluyen al ciclohexanol y a la ciclohexanona (Luttrell and Lyiza, 2010).

1.1.2.3 Efectos conductuales

Existen pocos estudios de los efectos moleculares del ciclohexano. En un trabajo de nuestro
laboratorio en el que se indujeron crisis convulsivas con pentilentetrazol (PTZ), se pudo
observar que el tolueno y otros alquilbencenos disminuian las crisis inducidas por PTZ,
mientras que el ciclohexano y el hexano carecian de actividad (Cruz et al., 2016), lo cual
sugiere la posibilidad de que exista una relacién estructura quimica - actividad bioldgica y
que los compuestos que carecen de un anillo bencénico no actien como depresores del

sistema nervioso central (SNC).

Otro estudio de nuestro laboratorio demostr6é que la exposicion aguda al ciclohexano con
concentraciones similares a las que son efectivas para el tolueno, no tuvo efectos en las
pruebas de evitacidn pasiva (aprendizaje), enterramiento defensivo (prueba de efectos tipo
ansioliticos), coordinacion motriz, plancha caliente y sensibilidad al choque eléctrico
(nocicepcion) (Armenta-Reséndiz, tesis de maestria 2013).

Esta evidencia podria ser Gtil para la fabricacion de la variedad de productos que contienen
elevados porcentajes de tolueno, ya que el ciclohexano, al no ser un disolvente que
ocasione efectos psicoactivos, podria ser sustituyente del tolueno en algunos de estos
compuestos. Existe un estudio donde se sefiala que el ciclohexano tiene un efecto en la
activacion de la glia y también un efecto deletéreo en el laberinto acuatico de Morris
(Campos-Ordonez et al., 2015). Sin embargo, se desconoce si este disolvente es capaz de
inducir efectos en las neuronas de la CPFm y en el desempefio de algunas funciones

ejecutivas como la memoria de trabajo después de exposiciones repetidas.



Tabla 1. Cuadro comparativo de algunos de los efectos que se producen con la inhalacién del

tolueno y del ciclohexano

Disolvente Tolueno Ciclohexano
Concentracion méx. permitida 50 ppm 300 ppm
Metabolismo CYP2E1 Conjugacion
Estrés oxidativo Si No se sabe
Alteraciones conductuales Si No
Principal mecanismo de accion  Antagonista NMDA y No se sabe

Agonista alosterico
positivo GABAA

Efectos depresores del SNC Si No
Activacion de microgliay Si en modelos Si en exposiciones
astrocitos ocupacionales muy cronicas

1.2 El cerebro adolescente: vulnerabilidad al consumo de drogas

Los principales consumidores de disolventes en varios paises del mundo, incluyendo
Meéxico son adolescentes estudiantes de primaria, secundaria y preparatoria (Hynes-Dowell
et al., 2011; Villatoro et al., 2011). ElI consumo de inhalables se inicia en etapas muy
tempranas de la vida, cuando el SNC todavia estd en proceso de maduracion. La
adolescencia es una etapa donde existen conductas de alto riesgo derivadas de un bajo
control de impulsos y de una capacidad disminuida en la toma de decisiones, asociadas a
los procesos de maduracion del cerebro adolescente. Por este motivo la adolescencia es una

etapa de mayor vulnerabilidad para el inicio del consumo de drogas (Blakemore, 2008).

En la adolescencia se presentan cambios a nivel endécrino y neurobioldgico determinantes
para la vida adulta del individuo. Estos cambios incluyen la maduracion de sistemas de
neurotransmision, la poda neuronal, el incremento en los niveles hormonales y la
maduracion de regiones anatomicas cerebrales como la CPF y regiones limbicas (He and

Crews, 2007; Spear, 2000). La maduracion se alcanza inicialmente en las areas de
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proyeccion como las relacionadas con el control motor y posteriormente en las areas
asociativas. La corteza prefrontal es una de las ultimas regiones en alcanzar su madurez
completando el proceso de mielinizacion de sus proyecciones aferentes y eferentes entre los
21y 25 afios de edad (Lenroot et al., 2009; Spear, 2000). Los cambios en los volumenes de
materia gris y blanca que se observan en la adolescencia se han asociado a la poda de
conexiones sinapticas y a la produccion de mielina como parte de un refinamiento de las
conexiones entre neuronas y células gliales (Casey et al., 2008; Paus et al., 2008). En

concreto, tres procesos se llevan a cabo en la transicion de la adolescencia a la edad adulta:

a) Proliferacion neuronal. Es un proceso de rapido crecimiento de la materia gris,
observado principalmente en la fase final de la infancia y principios de la pubertad, donde

tiene lugar la formacion de nuevas conexiones neuronales.

b) Poda neuronal o maduracion de la materia gris. Es un proceso que determina la
permanencia de conexiones sinapticas a través de un refinamiento que consiste en podar o
eliminar sinapsis que no seran necesarias para la vida adulta del individuo, lo cual da como
resultado una disminucion neta del volumen de la materia gris. La poda esta fuertemente
influenciada por la experiencia y esto hace que el cerebro de los adolescentes resulte
extremadamente versatil y capaz de realizar cambios en funcién de las demandas del

entorno (Blakemore, 2008).

¢) Mielinizacion. En la adolescencia se produce una mielinizacion progresiva de axones que
produce incrementos en el volumen de la sustancia blanca, cuya funcion es acelerar el flujo
de informacién y la velocidad global de procesamiento de la informacion en el cerebro. En
todos estos procesos participan activamente el sistema inmune y las células gliales como la

microglia, los astrocitos y los oligodendrocitos (Casey et al., 2008; Spear, 2000).

Los cambios en la adolescencia en el cerebro no s6lo incluyen modificaciones en la
sustancia blanca y la sustancia gris, sino también en los sistemas de neurotransmision. Este
proceso de reduccion y refinamiento de circuitos neuronales en la CPF se manifiesta con la
pérdida de sinapsis, especialmente excitadoras glutamatérgicas y con el incremento de la
actividad dopaminérgica y serotoninérgica. En el estriado y nucleo accumbens, se ha visto

una sobreproduccion de receptores dopaminérgicos (Guerri and Pascual, 2010).



Los adolescentes que consumen sustancias de abuso son particularmente vulnerables a
diversas alteraciones en el funcionamiento del cerebro, la cognicion y el comportamiento.
Existe evidencia de que el consumo de drogas en la adolescencia, como el alcohol,
interfiere con la maduracion de la CPF (He and Crews, 2007; Medina-Mora and Real,
2008; Maria Pascual et al., 2014; Ward et al., 2014). Estudios en humanos adolescentes
muestran que, tras el consumo de alcohol crénico, hay disminuciones en el funcionamiento
neurocognitivo, especialmente en la atencion, el funcionamiento visuoespacial y el
aprendizaje (Meruelo et al., 2017); hay también cambios morfologicos, disminucion de la
sustancia blanca y alteraciones en la neurotransmision (Maria Pascual et al., 2014; Pascual
et al., 2010). El alcohol y el tolueno comparten varios mecanismos de accion pues ambos
son antagonistas del receptor NMDA y moduladores alostéricos positivos del receptor
GABAA. El tolueno, al igual que el alcohol, deteriora el aprendizaje y la memoria en
roedores adolescentes (Baydas et al., 2003; Huerta-Rivas et al., 2012; Montes et al., 2017,
Win-Shwe and Fujimaki, 2012), sin embargo, existen pocas evidencias de sus efectos

directos en la corteza prefrontal en proceso de maduracion.
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Figura 3. Maduracion de la corteza prefrontal. La densidad de la materia gris disminuye durante la
adolescencia y la adultez temprana en un patrén de atrds hacia adelante en relacién con la
maduracion del cerebro y de la poda de las conexiones neurales. Las regiones en azul, son las que

han alcanzado la maduracion (Paus et al., 2008).



1.2.1 La corteza prefrontal

La CPF participa en la integracion e interpretacion de estimulos desde las estructuras
corticales y subcorticales (Abernathy et al., 2010). Su definicion esta basada en criterios
conectivo-funcionales y corresponde al area cortical que recibe proyecciones del nicleo
medial dorsal del tdlamo (Uylings et al., 2003). Estd relacionada con procesos de
planeacion, memoria de trabajo, toma de decisiones, flexibilidad cognitiva, inhibicion de
impulsos y evaluacion del riesgo (Casey et al., 2008, 1997; Diamond et al., 2002; Konishi
etal., 2002).

La CPF recibe aferencias serotoninérgicas del nucleo dorsal del rafé, aferencias
noradrenérgicas del locus coereleus y dopaminérgicas y GABAérgicas del area tegmental
ventral y del nucleo accumbens. Las funciones de esta region estan reguladas por la
interaccion dindmica de la red ejecutiva y la red limbica. La primera equivale a la corteza
prefrontal medial (CPFm) en roedores; y la segunda, a la corteza orbitofrontal (CO) en
mamiferos (Sturman and Moghaddam, 2011).

La CPF esta organizada en ldminas o capas que van de la | a la VI, y su poblacion neuronal
la conforman neuronas piramidales e interneuronas gabaérgicas y colinérgicas. Las
neuronas piramidales glutamatérgicas representan aproximadamente el 80% de la poblacion
neuronal de la CPF. Estas neuronas hacen conexién con interneuronas gabaérgicas y con
piramidales de &reas subcorticales (Abernathy et al., 2010). En general, las neuronas
piramidales han sido catalogadas por su tipo de disparo en tres clases: neuronas de disparo
regular (DR), neuronas de rafagas intrinsecas (RI) (Elston et al., 2005) y neuronas con un
patron adaptativo de disparo (AD) (Satake et al., 2008). Los somas de estas neuronas se
encuentran principalmente en las capas Il y V. Nuestro trabajo se centré en determinar los
cambios producidos por el tolueno y el ciclohexano en las propiedades pasivas y activas de
las neuronas piramidales localizadas en la capa V de la CPFm. Estas neuronas son
particularmente importantes para la planificacion, la atencion, la memoria de trabajo y otras
respuestas cognitivas, ya que coordinan y dirigen la produccién de informacién a otras
regiones corticales, asi como al estriado dorsal y ventral (Euston et al., 2012; Uylings et al.,
2003).
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1.2.2. Propiedades intrinsecas de las neuronas

El término "propiedades eléctricas intrinsecas" o “excitabilidad intrinseca” se ha utilizado
para abarcar tanto las propiedades pasivas de la membrana como las activas. La
excitabilidad intrinseca es un determinante importante de la capacidad neuronal de traducir
la entrada sindptica en un PA, desempefiando asi un papel critico en la transmision de
informacion de la red neuronal (Schulz, 2006). La excitabilidad intrinseca puede
experimentar modificaciones dependientes de la experiencia, del aprendizaje, de la
estimulacion eléctrica (Cudmore and Turrigiano, 2004; Daoudal and Debanne, 2003a; S
Kourrich et al., 2015a) y de la presencia de sustancias quimicas. Algunas modificaciones
pueden estar mediadas por efectos sobre diversos canales dependientes de voltaje y por
canales dependientes de Ca®* en la membrana celular, tales como los canales de K*
activados por Ca?*, que subyacen a la fase de hiperpolarizacion y determinan la frecuencia
de disparo, asi como los canales cationicos activados por la hiperpolarizacion y modulados
por nucledtidos ciclicos (Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated o HCN)
(Daoudal and Debanne, 2003b; Said Kourrich et al., 2015; Satake et al., 2008).
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Figura 4. Propiedades intrinsecas de la membrana. (1). Se recibe una sefial por una neurona a través
de neurotransmisores, (2). Se genera un potencial postsinaptico excitador (EPSP) influenciado por

factores intrinsecos (como los canales iénicos de voltaje, K*, Na* y Ca?*) a medida que se desplaza
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a lo largo de la dendrita (3) y (4). Llega al soma, a la colina axonal, y al segmento inicial del axén
gue es un compartimento rico en canales de Na*. (5). Si un EPSP es lo suficientemente fuerte como

para despolarizar la membrana al umbral del PA, entonces se generan PA que seran influenciados

por factores intrinsecos, por ejemplo los localizados en los nodos de Ranvier. (6). EL PA viajaa lo

largo del axon hasta alcanzar la terminal del axén donde produce la liberacién del neurotransmisor.

La modulacion de la funcion del canal idnico en cualquiera de estos pasos puede dar lugar a la

plasticidad de la excitabilidad intrinseca, y por lo tanto, alterar la generacién o la conduccion de los
potenciales de accién. La figura se obtuvo de (S Kourrich et al., 2015b).

Exterior

i

Canal de polasio
abierto

+30mV St
B Canal de godio
cerrado
0
-55 mV—
-70 mvV
S0mvV | ¢
xterior

Ambos canales de sodio
¥ porasio permanecen
cerrados al potencial de
TepPOs0

Canal de potasio
permanece abierto

Exterior

Repolarizacion

Potencial
de reposo

Hiperpolarizacion

K

Na'] Bomba activa
T de sodio y
0 2 potasio

Conei de fope de potansd

Figura 5. Esquema de las fases del PA. Fuente de la imagen: http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu

Georgia State University.
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1.2.2.1 Propiedades pasivas de la membrana

Las propiedades pasivas de la membrana son las que determinan el tiempo y la amplitud del
cambio de potencial sinaptico generado por una corriente sinaptica. Las propiedades
pasivas son determinantes para que un potencial sindptico generado en una dendrita induzca
una despolarizacion subliminar en la zona de descarga del cono axonico. Las propiedades
pasivas influyen en la velocidad con la que se puede conducir un potencial de accion
(Kandel et al., 1991). Las neuronas tienen tres propiedades eléctricas pasivas que son
importantes para la transmision de sefiales eléctricas: la resistencia de la membrana en
reposo, la capacitancia de la membrana y la resistencia a lo largo de los axones y las
dendritas (Cole et al., 1970; Kandel et al., 1991). La Tabla 1 resume algunos conceptos

asociados con las propiedades pasivas de la membrana.

Tabla 2. Definiciones de los principales términos electrofisiolégicos que describen a las
propiedades pasivas de la membrana

Término Definicion Unidades

Capacitor Es un elemento de un circuito eléctrico que
puede separar cargas.

Capacitancia (C) Es una medida de la cantidad de energia  Faradios (F)
eléctrica almacenada por una diferencia de
cargas.

Resistencia (r) Es un elemento de un circuito eléctrico que Ohm (Q)

determina la dificultad con la que se mueven
las cargas eléctricas en un conductor.

Conductancia g Es el inverso de la resistencia (1/r). Indica la Siemens (s)
facilidad con la que se mueven los iones a
través de un conductor (canal i6nico).

Resistencia de entrada Es la relacion entre la corriente y el voltaje. Ohm (Q)

Ri Determina la magnitud de la despolarizacion
en respuesta a una corriente constante.
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Potencial de membrana  Es la diferencia de potencial que existe entre Voltios (V)
\Y el interior y el exterior de una célula.

Es el valor de potencial de la membrana
Potencial de membrana  dada principalmente por distribucion pasiva

en reposo del ion potasio.

Tau o constante de Es el tiempo necesario para alcanzar el 63% Segundos (S)
tiempo del voltaje final.

Potenciales Cambios del potencial de membrana que no

electrotdnicos provocan la generacion de potenciales de

accion y se comportan como potenciales
graduados que disminuyen en el tiempo y la
distancia.

1.2.2.2 Propiedades activas de la membrana

Las propiedades activas de la membrana otorgan a las células la capacidad de integrar
estimulos entrantes, disparar o mantener oscilaciones sub-umbrales en ausencia de entradas
sinapticas. Con ello, las células son capaces de disparar, aumentar su frecuencia de disparo
con la fuerza derivada de un estimulo o por la accién de los neuromoduladores méas que
unicamente tener una relacion de entrada-salida clasica (Binder et al., 1993; Kandel et al.,

1991). En la siguiente tabla se puntualizan algunas propiedades activas.

Tabla 3. Definiciones de los principales términos electrofisidlogicos que describen a las

propiedades activas de la membrana.

Término Definicion Unidades
Umbral de disparo del Es el voltaje al cual se activan canales mV
potencial de accion ionicos que generan un flujo de iones capaz

de producir un cambio en el voltaje de la
membrana denominado potencial de accion,
que es una respuesta de tipo todo o nada. En
la mayoria de las células corresponde al
umbral de activacion de los canales de sodio
dependientes de voltaje.

Corriente | Es el flujo neto de cargas que atraviesa un Amperios.

conductor durante una unidad de tiempo
determinada.
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Excitabilidad Capacidad de una célula de producir
cambios en el potencial de membrana y en
algunos casos, generar potenciales de
accion.

Potencial de inversion El potencial en el que la corriente es igual a mV
Cero.

Despolarizacién Reduccion de la separacion de carga a través
de la membrana que da lugar a un potencial
de membrana menos negativo.

Hiperpolarizacion Aumento de la separacion de carga a través
de la membrana que induce un potencial de
membrana mas negativo.

Periodo refractario Tiempo en el cual no se puede generar el ms
disparo de otro PA porque los canales de
Na* estan en estado inactivado.

1.3 Neuroinflamacion: comunicacion entre las células gliales y las neuronas

La comunicacién entre las neuronas y las células gliales esta implicada en mdltiples
procesos celulares y moleculares para facilitar la formacion y funcion correcta de circuitos
neuronales. Existen estudios que demuestran que hay una relacion entre la activacion de las
células del sistema inmune residente en el SNC, como la microglia, y la presencia de
desdrdenes psiquiatricos y cognitivos (Bilbo et al., 2012; Eyo et al., 2017; Hernandez-
Rabaza et al., 2016; Pascual et al., 2012; Villegas-Llerena et al., 2015). En el caso de la
adolescencia, la adecuada convergencia entre las sefiales inmunes y neuronales a lo largo
del proceso de maduracion de la CPF tiene consecuencias importantes para el
establecimiento del circuito neuronal maduro que subyace a algunas funciones cognitivas y
conductuales criticas para la etapa adulta (Staci D. Bilbo et al., 2012; Grassi-Oliveira et al.,
2016).

La neuroglia desempefia un papel muy importante en la comunicacion neuronal, la
microglia y los astrocitos son dos de las principales células gliales que modulan de manera

directa e indirecta las sinapsis, la homeostasis, el metabolismo, el flujo sanguineo, la
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neurotransmision y la gliotransmision. Estas mismas células son capaces de activarse y
facilitar en el SNC un estado de neuroinflamacion (Frick et al., 2013; von Bernhardi et al.,
2016).

La neuroinflamacion es un proceso donde el sistema inmune participa promoviendo la
eliminacién de patdgenos o de tejido dafiado que liberan patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs), o patrones moleculares asociados a dafio (DAMPS) en respuesta a una
infeccion o a algun evento que afecta la integridad tisular en el SNC. Diversas células del
sistema inmune innato llegan al sitio donde ocurre el dafio y liberan moduladores como las
citocinas y las quimiocinas que desencadenan la inflamacion. Se ha establecido una
relacion importante entre la neuroinflamacion y la neurotransmision. Existen reportes que
asocian al proceso inflamatorio con el deterioro cognitivo en trastornos psiquiatricos, dafio
cerebral, hipoxia, y dependencia a sustancias, entre otros trastornos. (Capuron and Miller,
2011; Herrera et al., 2015; Maria Pascual et al., 2014; Prinz and Priller, 2014). A
continuacidn, se describen las principales células y moléculas que participan en el proceso

de neuroinflamacion y su relacion con las alteraciones neuronales.

1.3.1 Astrocitos

Los astrocitos son las células gliales mas abundantes en el SNC, interactian con neuronas,
vasos sanguineos y otras estructuras del SNC. Los astrocitos son responsables de una
amplia variedad de funciones complejas y esenciales en el SNC sano, incluyendo la
modulacion de la transmision sinaptica y participacion activa en las funciones del circuito
neuronal que desembocan en el procesamiento de la informacion adecuada (Sofroniew and
Vinters, 2010; von Bernhardi et al., 2016).

Los astrocitos influyen en la poda sinaptica liberando sefiales que liberan moléculas que
sirven como guia para los axones en crecimiento, como la tenascina C y proteoglicanos.
Otra de las funciones de los astrocitos es inducir la expresion de la proteina Clq en las
sinapsis, marcandolas para su eliminacion por medio de la microglia. Ademas, inducen
desmielinizacion por la pérdida o disfuncién de las conexinas astrociticas y por alteraciones
en las uniones comunicantes entre astrocitos. Los astrocitos participan también en la

transmision sinaptica removiendo el potasio extracelular y algunos neurotransmisores como
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el glutamato (Sofroniew and Vinters, 2010). Por otro lado, los astrocitos producen y liberan
diversos mediadores moleculares, como las prostaglandinas, el 6xido nitrico y el &cido
araquidonico, que pueden aumentar o disminuir el diametro de los vasos sanguineos del
CNS vy el flujo sanguineo, de manera coordinada (Dringen, 2000). Otra de las funciones
importantes de los astrocitos es que forman parte de la barrera hematoencefalica gracias a
que sus pies rodean a los pericitos que cubren a las células endoteliales y a las uniones
estrechas entre ellas (Sofroniew and Vinters, 2010).

La hipotesis de la "sinapsis tripartita” postula que los astrocitos interaccionan con las
neuronas durante la actividad sindptica de una manera esencial para el procesamiento de la
informacion por circuitos neuronales. Sin embargo, cuando existe un insulto, dafio o
patdgeno que activa de manera aberrante la actividad de los astrocitos se presenta el
fendémeno conocido como astrogliosis reactiva. Esta se refiere a los cambios moleculares,
celulares y funcionales en astrocitos que se producen en respuesta a todas las formas y
gravedad de lesion y enfermedad del SNC, incluyendo perturbaciones sutiles (Sofroniew
and Vinters, 2010). Los cambios experimentados por los astrocitos reactivos varian con la
gravedad del insulto y se presentan alteraciones progresivas en la expresion molecular,
hipertrofia celular progresiva y en casos severos, proliferacion y formacion de cicatrices.
Los cambios que se presentan en la astrogliosis reactiva estdn regulados de forma
especifica por el contexto mediante sefializacion inter e intracelular y pueden alterar las
actividades de los astrocitos tanto a través de la ganancia como de la pérdida de funciones,
afectando a las células neurales y no neuronales circundantes (Sofroniew and Vinters,
2010) .
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Figura 6. Cambios que se presentan en la astrogliosis reactiva después de lesiones graves en el
SNC, trastornos neurodegenerativos e infecciones sistémicas.

1.3.2. Microglia

La microglia esta contituida por los macréfagos residentes en el tejido cerebral, y sirven
tanto para funciones relacionadas con el sistema inmune como en el desarrollo y la
homeostasis del cerebro (Burke et al., 2016). Los macrdéfagos residentes en los tejidos
constituyen una poblacion heterogénea de células inmunitarias que comparten un origen

mieloide comun pero que tienen morfologias y funciones distintas (Casano and Peri, 2015;
Graeber and Streit, 2010; Li and Zhang, 2016).

Las células microgliales son de linaje mesodérmico (similares a otras células inmunitarias)
y colonizan el cerebro de los roedores alrededor del dia embrionario E9-10 a través de la
infiltracion de precursores primitivos de macrofagos del saco vitelino del embrion (Casano
and Peri, 2015; Chan et al., 2007; Ginhoux et al., 2013). La microglia en el cerebro en
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desarrollo tiene una morfologia especialmente redonda, coherente con su papel como
macrofagos (Male and Rezaie, 2001). Sin embargo, una vez maduras, estas células cambian
su morfologia y su funcién hasta tener una forma caracterizada por un cuerpo celular mas
pequefio con procesos mas largos y finos (Ekdahl, 2012). A pesar de ello, la microglia
dentro de ciertas regiones del cerebro adolescente contintia mostrando lo que parece ser una
morfologia més "activada" o inmadura, con gruesas ramas, lo que sugiere que en ciertas
regiones cerebrales tanto las neuronas como las células de la glia contintian su proceso de
maduracion (Bilbo et al., 2012).

Desarrollo de la microglia en el hipocampo y en la corteza de roedores
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Figura 7. Desarrollo de la microglia de roedores en regiones como hipocampo y corteza. Figura
modificada de (Bilbo et al., 2012).
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Las células de microglia tienen diferentes funciones dentro del SNC. Como macrofagos,
eliminan células apoptdticas y patdgenos. La microglia también participa de manera activa
en el desarrollo determinando procesos como la supervivencia neuronal y el crecimiento
axonal. Estas células exploran continuamente el parénquima cerebral con sus procesos
moviles, pueden recibir sefiales atrayentes y regular procesos de la poda sinaptica, pues son
las células encargas de fagocitar y eliminar algunas sinapsis marcadas previamente por
moléculas como la C1q (Casano and Peri, 2015; Graeber and Streit, 2010; Qi et al., 2016).

Activacion de la cascada de inflamacidn por activacion del
TLR-4 y de los receptores tipo NOD.

> Liberacién mediadores inflamatorios

> Activacion por sefializacién de ATP y Ca2*

> Liberacién de glutamato.

> Liberacion de especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno.

Figura 8. Funciones inmunoldgicas generales de la microglia

Las células de la microglia son células inmunocompetentes que originalmente se
describieron anatdémicamente como poseedoras de una morfologia altamente ramificada y
que podian cambiar a una morfologia ameboide, cuyos cambios dependian de estados no
patolégicos a activados o patoldgicos, respectivamente (Leong and Ling, 1992; Macht,
2016). Desde entonces, la comprension de los cambios morfoldgicos microgliales y de las

funciones fisioldgicas ha evolucionado sustancialmente. En la actualidad, se han
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identificado tres fenotipos de microglia: MO, M1 y M2 (Franco and Fernandez-Suarez,
2015).

. MO, presentan una morfologia ramificada y son caracteristicas del cerebro adulto

sano. Se les conoce como microglia “en reposo” (Casano and Peri, 2015).

. M1 o activacion clésica, células con morfologia ameboide, se caracterizan
principalmente por la produccion de citocinas pro-inflamatorias, asi como altos niveles de
lisosomas que permiten la fagocitosis.

. M2 o activacién alternativa, se asocian fisiologicamente con la reparacion tisular
y/o la produccion de citocinas antiinflamatorias. Morfoldgicamente, las células M2 tienden

a mostrar hiper-ramificacion (Cherry et al., 2014; Li and Zhang, 2016).

Otra de las funciones importantes de la microglia es la interaccion neurona-glia ya que la
microglia participa en la regulacion de glutamato extracelular y directamente en las

sinapsis.

Entre la microglia y los astrocitos hay comunicacion bidireccional, principalmente a través
de la sefializacion de ATP vy los receptores purinérgicos. La microglia induce un
reclutamiento de astrocitos que puede potenciar la sefializacion glutamatérgica (Pascual et
al., 2012). La mayoria de los estudios relacionados con la microglia y la comunicacién con
astrocitos se centran en estados proinflamatorios que son relevantes para la infeccion, las

enfermedades, los traumatismos y las patologias (Burke et al., 2016; Pascual et al., 2012).

1.3.3. Mediadores inflamatorios

Las citocinas son polipéptidos producidos en respuesta a microorganismos y otros
antigenos que median y regulan las reacciones inmunitarias e inflamatorias. Participan en
procesos de crecimiento y maduracion de los diferentes tipos celulares involucrados en el
proceso inflamatorio. Las quimiocinas, por otro lado, son proteinas que se encargan de
enviar sefiales a las células del sistema inmune para atraerlas al sitio afectado. Algunas de
las principales citocinas se describen en la Tabla 3 y la informacion fue tomada del libro de
Abbas .
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Citocina

IL-15

TNF

TGF-B

IL-10

Tabla 4. Principales citocinas del sistema inmune

Funciones

Proinflamatoria. Se libera
en respuesta a LPS.
Estimula la secrecion de
quimiocinas. Activa
células endoteliales y
neutrofilos.

Proinflamatoria. Se libera
en respuesta a LPS.
Estimula la secrecion de
quimiocinas. Activa
células endoteliales y
neutrofilos.

Anti-inflamatoria. Inhibe
la proliferacion y
funciones efectoras de
linfocitos T y B y de
macrofagos.

Anti-inflamatoria. Inhibe
la sintesis de IL-12.
Inhibe a los macrofagos
y las células denditricas
activadas.

Sefializacién

La union de IL-1p al receptor de
interleucina 1 tipo | activa a la
cinasa asociada al receptor de IL-
1 (IRAK) y finalmente a los
factores de transcripcion NF-kB
y AP-1.

Se une a su receptor TNF-RI e
induce activacion de caspasas y
apoptosis.

Se une a TNF-RII y provoca la
atraccion de proteinas
denominadas factores asociados
al receptor TNF (TRAF) hacia
los dominios citoplasmaticos de
los receptores.

Los TRAF activan NF-kB y AP-
1 y se induce liberacion de
citocinas.

Se une a los receptores tipos | y
Il envian sefales a través de un
dominio serina/treonina cinasa

que fosforila  factores de
transcripcion denominados
SMAD.

Se une al receptor de citocinas

tipo Il. Se produce por
macrofagos  activados  para
inhibir sus funciones.

Retroalimentacion negativa.
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Células
secretoras

Macrofagos,
células
endoteliales,
células
epiteliales,
células gliales

Macréfagos,
linfocitos T,
linfocitos NK'y
células cebadas,
células gliales

Macrofagos,
linfocitos T,
células cebadas,
células gliales

Macrofagos,
linfocitos T,
algunos tipos
celulares no
linfociticos,
céelulas gliales



La IL-1 es mediadora de la respuesta inflamatoria aguda causada por bacterias Gram
negativas u otros microorganismos infecciosos y también se libera por otros estimulos

como el dafio celular (Abbas, 2006).

El factor de crecimiento transformador beta o TGF- inhibe la proliferacion, diferenciacion
y activacion de linfocitos T y la activacion de los macrofagos. Actla en gran medida para

contrarrestar los efectos de las citocinas proinflamatorias.

Las citocinas proinflamatorias en el SNC son liberadas por células del sistema inmune
residentes como la microglia, también los astrocitos son capaces de liberar citocinas y los
macrofagos que se encuentran cercanos a la barrera hematoencefalica (Prinz and Priller,
2014).

La comunicacion neuroinmune es compleja. Las citocinas pueden alterar la actividad o
liberacion de neurotransmisores. Por ejemplo, la exposicion aguda a citocinas liberadas tras
un estimulo como la administracion de lipopolisacarido bacteriano (LPS) modifica la
concentracion de serotonina en diversas regiones cerebrales (Capuron and Miller, 2011).
También se ha reportado que la serotonina modula la liberacion de exososomas que
contienen mediadores inflamatorios a través de la activacion de receptores serotoninérgicos

5-HT2arY 5-HT4 que se encuentran en la superficie microglial (Glebov et al., 2015).

Las citocinas también regulan la sintesis y recaptura de la dopamina, estimulan la liberacion
de glutamato de células gliales e inhiben su recaptura con mecanismos como la regulacion a
la baja de los transportadores de glutamato (Kitagami et al., 2003; Schafers and Sorkin,
2008).

1.3.4. Neuroinflamacién y disolventes

Existe una relacion entre el consumo de diversas sustancias de abuso y procesos
neuroinflamatorios (Marshall et al., 2013; Pascual et al., 2014; Ray et al., 2014; Win-Shwe
et al., 2010). En el caso particular del tolueno, la exposicién a concentraciones bajas de por
tiempos prolongados, que simulan una exposicion de tipo ocupacional, (9 ¢ 90 ppm, 30
min/dia, durante 3 dias y 1 vez por semana/4 sem) produce un incremento en el hipocampo
del ARNm del receptor TLR4, TNF y NF-kB, asi como del ARNm de un marcador de la
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activacion de astrocitos (la proteina acidica fibrilar de la glia 0 GFAP) y de un marcador de
la activacion de la microglia (la proteina adaptadora que une calcio ionizado o Iba-1) (Win-
Shwe et al., 2011; Win-Shwe et al., 2012). De acuerdo con otro estudio, la administracion
repetida de tolueno a concentraciones mas altas (1500 ppm por 4 horas/7 dias) aumenta la
expresion de ARNm de citocinas como TNF, TGF-B, y marcadores de glia como GFAP en
el cerebelo de rata (Gotohda et al., 2000). Sin embargo, hasta el momento no hay reportes
lo que sucede en la CPFm con administraciones prolongadas y con concentraciones
elevadas para mimetizar exposiciones tipo abuso. Por otra parte, el ciclohexano ha sido
muy poco estudiado en general y en particular en lo referente a procesos

neuroinflamatorios.

1.3.5. La minociclina: inhibidor del proceso de neuroinflamacién

La minociclina es un antibi6tico con propiedades antiinflamatorias que ha sido probado
como coadyuvante en la terapia farmacoldgica de la esquizofrenia, ademas de otras
patologias psiquiatricas y cognitivas, donde la neuroinflamacion participa como un
potenciador del deterioro (Capuron and Miller, 2011; Dean et al., 2012; Henry et al., 2008).
Este farmaco es un potente inhibidor de la activacion de la via transduccional del factor
nuclear NF-xB (Mattei et al., 2014). Se han propuesto varios mecanismos por los cuales
ejerce su efecto neuroprotector como: A) la inhibicion de la expresion y actividad de las
metaloproteasas de matriz membranal, (Jordan et al., 2006). B) Interfiere con la produccion
de especies reactivas de oxigeno. C) Activa la via de sefializaciéon PKI3/AKT. D) Bloquea
la activacion de p38 MAPK (Tikka and Koistinaho, 2001; Zhu et al., 2002). E) Bloquea la
translocacion al ntcleo de NF-KB y por lo tanto la sintesis de proteinas.

Estudios in vitro han demostrado que la minociclina (50 mg/kg i.p) protege del dafio
neuronal a animales sometidos a modelos que reproducen el consumo intermitente de
alcohol (Agrawal et al.,, 2011). En modelos animales de adiccion, la minociclina ha
mostrado efectos conductuales favorables al promover la disminucion de consumo de
etanol en ratas. Sin embargo, este farmaco no ha sido probado en animales expuestos a
disolventes y consideramos interesante evaluarlo por el papel protector que podria tener

frente a los efectos del tolueno.
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Tabla 5. Mecanismo de accién de la minociclina

Mecanismo de accion

Union a la subunidad
ribosomal 30S

Quelante de los iones zinc

Atrapa radicales libres
comparables al alfa-
tocoferol

Accion directa sobre los
complejos enziméticos que
conducen a la generacion
de EROs

Efecto directo sobre la
expresion de genes
implicados en la
produccion de EROs (p.
ej. COX-2 y NOSi)
Capacidad de bloquear la
activacion de la microglia

Activa la via de
sefalizacion PI3K/Akt

Bloquea la activacion de
p38 MAPK

Bloquea la union de NFxB
al ADN y previene la
degradacion de la
subunidad inhibitoria
IkBa

Bloquea la regulacion
positiva de p53

Efectos

impide la interaccion del ARN
mensajero con el ARN de
transferencia y por tanto la sintesis
proteica

efecto inhibitorio sobre la
expresion y actividad de las
metaloproteasas de matriz de
membrana (MMP)

Capacidad antioxidante al interferir
con la produccion de especies
reactivas de oxigeno (EROs)
Capacidad antioxidante al interferir
con la produccion de EROs

Capacidad antioxidante al interferir
con la produccion de EROs

Capacidad antioxidante al interferir
con la produccion de EROs
Capacidad de bloquear la sintesis
de citocinas

Protege a las células frente a
distintos estimulos apoptoticos.

p38 MAPK interviene en distintas

respuestas inflamatorias en células
diversas, entre las que se incluye la
microglia.

Reduce la translocacion de NFkB
al nacleo, lo que supone una
reduccion en la actividad
transcripcional.

Inhibe la expresién génica
encargada de reprimir el
crecimiento y promover la muerte
celular en respuesta a multiples
formas de estrés celular.
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Neuroproteccion

accion antibiética

efectos protectores
sobre la vasculatura

antioxidante

antioxidante

antioxidante

antioxidante y
antiinflamatorio

citoprotector

Antiinflamatorio y
neuroprotector

Modula expresion de
proteinas implicadas en
la inflamacion

antiapoptético



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1 Justificacion

Si bien existen evidencias de los efectos del tolueno sobre las propiedades intrinsecas de las
neuronas de algunas areas cerebrales y se conocen las consecuencias de la exposicion a
tolueno en algunos procesos de neuroinflamacion, no se han realizado estudios sistematicos

que evallen condiciones de exposicion cronica tipo abuso a este disolvente.

En cuanto al ciclohexano, estudios preclinicos han demostrado que no comparte un perfil
de efectos conductuales con el tolueno, lo cual sugiere que tiene menor potencialidad de
abuso, pero no se han realizado estudios acerca de los efectos de exposiciones cronicas a
concentraciones altas sobre procesos de neuroinflamacién, propiedades estructurales o

funcionales de las neuronas en regiones cerebrales especificas.

Con base en estos antecedentes, el proposito de este trabajo es comparar los efectos del
tolueno y el ciclohexano sobre diferentes respuestas electrofisiolégicas e inflamatorias, de
acuerdo con las siguientes hipotesis:

2.2 Hipotesis

* La exposicion repetida a una concentracion alta de tolueno incrementara la
excitabilidad de las células piramidales de la corteza prefrontal y su actividad

sinaptica espontanea. El ciclohexano no tendra efecto o serd menor al del tolueno.

« La exposicion repetida una concentracion alta de tolueno producira
neuroinflamacion. El ciclohexano no tendra efecto o serd menor que a la del

tolueno.

» La minociclina administrada conjuntamente al tratamiento de tolueno disminuira: a)
la hiperexcitabilidad de las células piramidales de la corteza prefrontal; b) la
neuroinflamacion; y c) el deterioro cognitivo producido por el tolueno en pruebas

conductuales.
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3. OBJETIVOS

Los objetivos generales de este proyecto fueron:

Evaluar si una exposicion tipo abuso de tolueno o ciclohexano, durante dos
semanas, en la etapa de la adolescencia, cambia las propiedades electrofisioldgicas
de las células piramidales de la corteza medial prefrontal y/o produce

neuroinflamacion.

Determinar si la minociclina, como inhibidor del proceso de neuroinflamacion, es

capaz de prevenir algunos de estos procesos.

Para el cumplimiento de estos objetivos generales, se plantean los siguientes objetivos

particulares:

1.

Evaluar la actividad eléctrica de células piramidales de la capa V de la corteza
medial prefrontal (CPFm) con la técnica de patch clamp (whole-cell) en rebanadas

de cerebro de ratas adolescentes expuestas cronicamente a tolueno o ciclohexano.

Cuantificar la expresion de ARNm de mediadores inflamatorios (IL-1 B, y TGF-p)

mediante la técnica de PCR en tiempo real.

Observar mediante inmunofluorescencia la posible activacion de la microglia (con
un marcador especifico como el Ibal) y de los astrocitos (con el marcador GFAP)

después de la exposicion cronica de tolueno o ciclohexano en ratas adolescentes.

Evaluar la actividad cognitiva con dos pruebas conductuales asociadas al
procesamiento de la informacion en la CPFm: la prueba de evitacion pasiva y el
reconocimiento de objeto novedoso.

Evaluar el efecto del tratamiento con la minociclina en los animales expuestos
cronicamente al tolueno y/o ciclohexano, mediante las técnicas mencionadas en los

objetivos 1-4.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho adolescentes, de los dias postnatales (PN) 22-35, con
acceso libre a agua y comida, mantenidas en condiciones de temperatura controlada (22 + 2
°C) y ciclo de luz-obscuridad invertido. Los protocolos experimentales fueron aprobados
por el Comité Institucional de Cuidado de los Animales de Laboratorio del Cinvestav
(CICUAL, protocolos 0101-14 y 0090-14) que estan de acuerdo con la norma oficial

mexicana NOM-062-Z00-1999 para el uso y cuidado de los animales de laboratorio.
4.2. Exposicién a disolventes

La exposicién a tolueno (1000 ppm, 4000 ppm y 8000 ppm) o ciclohexano (8000 ppm) se
realiz6 durante 30 min, dos veces al dia, con 6 horas de intervalo entre cada exposicion,
durante 10 dias (5 dias consecutivos por dos de descanso) a lo largo del periodo PN 22-35.
La concentracion de los disolventes se eligié con base en datos obtenidos en la literatura y
en investigaciones de nuestro laboratorio que muestran que son relevantes para producir
claros efectos conductuales (Gerasimov et al., 2002; M. T. Rivera-Garcia et al., 2015;
Williams et al., 2005). Los animales se expusieron en una camara de exposicion estatica de
27 |. Esta camara es una jarra cromatografica con una tapa de acrilico que cierra
herméticamente. La tapa tiene puertos de inyeccion en la parte externa, y en su parte
interna, un ventilador cuyas aspas proyectan hacia la camara. Bajo las aspas del ventilador
se coloca un papel filtro sobre una malla metalica. En el papel se coloca el disolvente
liquido a través de una jeringa que se introduce por los puertos de inyeccion. El ventilador

favorece la evaporacion rapida y dispersion del disolvente en la camara (Figura 10).

El volumen de disolvente a inyectar para obtener una determinada concentracion se calcul6
mediante la ecuacion de los gases ideales para sistemas estaticos cerrados (Moseley et al.,
1971; Nelson, 1971):

_ (PM)(cppm)(Vs) P(10)"°

v d RT

28



Donde: VI = Volumen del disolvente a inyectar en la cdmara (ml); PM= Peso molecular del
disolvente (g/mol); Cppm = Concentracion deseada (ppm); Vs= Volumen de la camara de
exposicion (L); D= Densidad del disolvente (g/mL); P= Presion atmosférica (atm); R=

Constante de los gases; T= Temperatura (K).

Las concentraciones nominales se confirmaron usando un detector de fotoionizacion
(PhoCheck Tiger, lon Science, LTD, Cambs, Reino Unido). Las concentraciones reales
variaron desde el primero y el trigésimo minuto después de la inyeccién de la siguiente
manera: para una concentracion teérica de 1000 ppm = desde 1220 hasta 922; para 4000
ppm = de 4559 a 3580; para 8000 ppm = de 8192 a 7504 (figura 9).

4.3. Disefio experimental

Se establecieron 4 grupos experimentales en funcién del tratamiento: 1) el grupo control
que fueron animales expuestos a aire durante 30 min en la cdmara utilizando el mismo
protocolo que los grupos experimentales; 2) grupos independientes expuestos a 1000 ppm,
4000 ppm o0 8000 ppm de tolueno; 3) el grupo expuesto a 8000 ppm de ciclohexano; y 4) el
grupo expuestos a 8000 ppm del tolueno y que conjuntamente a ello recibieron un
tratamiento de minociclina (50 mg/kg i.p. durante 10 dias) que fue administrada 5 minutos

después de la segunda exposicion diaria de tolueno.

Para cada uno de los tratamientos, se hicieron experimentos para evaluar: a) las propiedades
intrinsecas y la actividad espontanea en células piramidales de la CPFm, b) la expresién de
citocinas pro- y anti- inflamatorias en CPFm; c) la inmunoreactividad para GFAP e Iba-1;
d) la latencia de paso (s), en el modelo de evitacién pasiva; y e) el indice de reconocimiento
en la prueba de reconocimiento de objeto novedoso como se describe en las secciones

siguientes.

En la figura 11 se observa un diagrama que representa los 10 dias de exposicion a los
disolventes con o sin tratamiento de minociclina, asi como el dia de experimentos
electrofisiologicos y recoleccion de tejidos (dia 11) y la evaluacion de pruebas conductuales
(habituacion en el dia 9 o 10 dependiendo de la prueba conductual, entrenamiento al dia 10

solo en el caso de la prueba de evitacidn pasiva y evaluacion al dia 11).
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Figura 9. Curva de calibracién de las concentraciones de tolueno. A) Curso temporal de las
concentraciones de tolueno detectadas en la camara de exposicion con un detector de fotoionizacion
(PhoCheck Tiger, lon Science, LTD, Cambs, Reino Unido). B) Regresion lineal correspondiente al

area bajo la curva (ABC) de los valores en A.
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Electrofisiologia
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Figura 10. Esquema del disefio experimental

4.4. Registro electrofisiologico de células con técnica de Patch Clamp
4.4.1 Obtencion y preparacion de rebanadas

Las ratas se anestesiaron con pentobarbital (65 mg/kg i.p). Se sacrificaron por decapitacion
se removid el cerebro y se obtuvieron dos blogues de tejido que tuvieran a la corteza medial
prefrontal. Se fijaron a la platina de un vibratomo Leica VT1000 S y se obtuvieron
rebanadas coronales de 385 um de espesor a 4°C. Las rebanadas se incubaron por 30 min a
35°C y al menos durante 1 h a temperatura ambiente en solucién de incubacién con la
siguiente composicion (en mM): 125 NaCl, 2.0 KCI, 1.2 NaH2PO4, 25 NaHCOs, 10
glucosa, 1 CaClz, y 6 MgCy2, bajo burbujeo constante de Oz (95%)/CO; (5%). En una
camara de registro se coloc6 una rebanada, donde se perfundio a flujo constante (3-6 ml/m)
y se mantuvo bafiada en liquido cefalorraquideo artificial (LCRA), con la siguiente
composicion (en mM): 125 NaCl, 3 KCI, 1.25 Na2HPQO4, 25 NaHCO3, 2 CaCl,, 1 MgCly,
10 glucosa. Los farmacos utilizados se disolvieron en la solucién de registro (LCRA) y se

perfundieron en la cdmara de registro.

Las neuronas piramidales de la capa V de la CPFm se identificaron visualmente por video-

microscopia infrarroja y optica diferencial de interferencia de alto contraste. Se utilizaron

pipetas de borosilicato con una resistencia de 4-8 MQ. Una vez que se logr6 hacer el sello
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adecuado en una neurona, se aplicO una serie de protocolos para determinar diferentes

propiedades electrofisioldgicas, a saber: resistencia de entrada (Rn), potencial de membrana

en reposo (PMR), actividad sinéptica espontanea (ASE), frecuencia de disparo neuronal y

cinética del potencial de accion (PA).

4.4.2 Determinacion de las propiedades intrinsecas

443

Curva I-V. Utilizando la técnica de fijacion de corriente (current clamp) se
inyectaron pulsos cuadrados de corriente de 1200 ms de duracién, partiendo desde -
120 mV con incrementos de 30 pA hasta que la célula alcanzé el umbral de disparo
de potenciales de accion. Con este primer experimento se determinaron las
propiedades pasivas de las neuronas como lo son la Rn, el PMR vy el nivel de

rectificacion de la curva.

Determinacion de la corriente reobase. La corriente reobase es la corriente minima
necesaria para generar una respuesta dada; en este caso, potenciales de accion. Para
este experimento se inyectaron pulsos cuadrados de corriente de 1200 ms de
duracion en incrementos de 20 pA hasta que la célula alcanz6 el umbral de disparo

de potenciales de accion.

Determinacion de la frecuencia de disparo de PA. Se aplicaron pulsos cuadrados de
corriente despolarizantes de 1200 ms a intensidades crecientes de 20 pA. Con este
protocolo determinamos posibles alteraciones en la frecuencia de disparo de rafagas
de potenciales de accion.

Cineética del PA. Para este experimento se aplico un pulso cuadrado de corriente de
2 a 5 ms de duracién, a una intensidad de corriente suficiente para evocar un
potencial de accidn. Se analizaron diversas fases del disparo como lo son el tiempo
de subida, tiempo de bajada, duracién, amplitud y fase de repolarizacion

(postpotencial hiperpolarizante).

Determinacion de la actividad sinaptica espontanea (ASE)

Utilizando la técnica de fijacion de voltaje (voltage clamp) se registré la ASE por 2.5

minutos continuos. La ASE representa la transmision sindptica basal de los circuitos

neuronales. Los parametros que analizamos fueron la frecuencia y la amplitud de los
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eventos sinapticos en cada una de las condiciones experimentales. Para determinar
alteraciones de la transmisién glutamatérgica, se bloqued la transmision gabaérgica
mediante la perfusion de bicuculina (10 puM) (antagonista competitivo de los receptores
GABA\). Para el caso de las alteraciones en la transmision gabaérgica, se bloqueo la
transmision glutamatérgica con &cido quinurénico (2 mM) y se registro la actividad

sinaptica espontanea inhibidora.

4.5. Inmunofluorescencia

Los animales se perfundieron con paraformaldehido al 4%, y se obtuvieron los cerebros que
fueron post fijados en una solucion de paraformaldehido frio durante 24 h. Posteriormente
se trasladaron a una solucion de sacarosa al 30% por un periodo no mayor de 48 h. Se
obtuvieron cortes coronales de 25 pm de espesor de la region de la CPFm usando un
criostato Leica CM 1510-3. Cada laminilla se incub6 con una solucién de bloqueo durante
2 h (suero bovino con albimina (BSA) al 3%, suero de burro al 3%, Triton al 0.3%) y se
incub6 durante la noche a temperatura ambiente dentro de una cdmara himeda con los
anticuerpos primarios anti GFAP (1:500) e Iba-1 (1:500) que fueron diluidos en una
solucion de incubacidon (suero de burro al 1%, Triton 0.1%). Se realizaron tres lavados con
solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) durante 10 min. Después, se incubaron las
rebanadas durante 2 h a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios que
contenian un fluoréforo conjugado, Alexa fluor 488 (1:800) y Dylight 550 (1:200). Las
caracteristicas de los anticuerpos primarios y secundarios utilizados se muestran en la tabla
6.

Tabla 6. Anticuerpos usados para la técnica de inmunofluorescencia

Anticuerpos Especie Anticuerpos Especie Fluoréforo conjugado al
primarios secundarios anticuerpo secundario
Anti-GFAP conejo  Anti- conejo burro Alexa fluor 488
(Abcam ab7260) (molecular probes A- (verde)
21206)
Anti- Ibal (Abcam cabra Anti- cabra (molecular burro Dylight 550
ab5076) probes A-11057) (rojo)
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Las rebanadas se montaron en los portaobjetos con 20 pl de Vectashield con DAPI
(marcador nuclear). Las laminillas se observaron en un microscopio confocal (LSM 800
Airyscan, Zeiss). Se cuantifico la media de fluorescencia en pixeles de un area de 360,000
um? con el programa Image Processing and Analysis in Java (Image J) del National
Institutes of Health (NIH).

4.6. Evaluacion de la expresion de citocinas por g PCR

Para evaluar la expresion de IL-1B y TGF-p se recolectd la regién PL de la CPFm de
rebanadas obtenidas para los registros electrofisiologicos. El tejido se homogenizé vy el
ARN total fue extraido de aproximadamente 25 mg de tejido de rata con Trizol
(Invitrogen), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las muestras de ARN fueron
tratadas con DNasa Turbo (Ambion) para eliminar cualquier contaminacion con ADN

gendmico.
A partir de 400 ng de ARN total, se realizd la retrotranscripcion utilizando el RevertAid
cDNA sythesis Kit (Fermentas, Lithuania) para ARNm. La cuantificacion de IL-1 'y TGF-f3

se hizo por qPCR utilizando el TagMan master mix ™ con sondas TagMan para cada

citocina. El gen de referencia utilizado para este estudio fue la actina. El equipo utilizado

fue Pikoreal 96 (Thermo scietific). Los resultados fueron analizados por el método 2°4Ct

(Livak and Schmittgen, 2001).

4.7 Prueba de evitacion pasiva

La prueba de evitacion pasiva permite estudiar la memoria a corto y largo plazo y el
aprendizaje adquirido. En esta prueba, el animal se condiciona con un estimulo aversivo y
posteriormente se valora si recuerda esa experiencia (Kameyama et al., 1986). El aparato
que se utiliza tiene dos compartimentos (9 x 15 x 32 cm, cada uno), uno claro con paredes
de acrilico transparentes otro oscuro con paredes opacas, separados entre si por una puerta
automatica. En el compartimento claro hay una luz de 60 watts enfocando directamente al

animal, mientras que en el oscuro hay un circuito cerrado capaz de producir pequefias
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descargas eléctricas. El animal tiende naturalmente a desplazarse a los espacios oscuros ya

que la luz directa es un estimulo aversivo.

La prueba comenz6 con una sesion de habituacion que consistio en colocar al animal en el
compartimento iluminado de espaldas a la compuerta y dejarlo explorar durante 30 s,
después de los cuales, se abrid la puerta y se le permitio entrar al compartimento oscuro.
Una vez que el animal ingreso, se cerrd la compuerta y se le permitié permanecer alli 10 s,

trascurridos los cuales, se regreso a su caja.

El segundo dia, 30 minutos después de la segunda exposicion diaria a aire, tolueno o
ciclohexano, se introdujo al animal al compartimento iluminado y 30 s después se abrio la
compuerta para permitir el paso al compartimento oscuro. Una vez que entré el animal, la
compuesrta se cerrd y 3 s después se aplicé una descarga eléctrica de 0.8 mA durante un

segundo. Diez segundos después, se regreso la rata a su caja.

El tercer dia se colocdé al animal en la parte iluminada durante 30 s y se abrio la puerta para
medir la latencia de paso al compartimento oscuro y se mantuvo abierta durante 5 min. Se
estableci6 una latencia de 300 s para los animales que permanecieron en el compartimento

iluminado (Kameyama et al., 1986).

4.8 Prueba de reconocimiento de objeto novedoso (modificada)

La prueba de reconocimiento de objeto novedoso consiste en evaluar la capacidad del
animal de reconocer un objeto nuevo, para ello se cuantifica el tiempo que pasa explorando
un objeto que no conoce versus un objeto familiar (Barker et al., 2007). Esta prueba

involucra dos regiones muy importantes: la corteza entorrinal y la corteza prefrontal.

La prueba modificada que elegimos para este estudio esta disefiada para evaluar la memoria
de orden temporal. Esta memoria ha sido asociada en mayor medida al adecuado
funcionamiento de la corteza prefrontal mas que el de la corteza entorrinal (Barker et al.,
2007). Debido a que nuestro estudio se centré en la evaluacion de la corteza prefrontal
decidimos utilizar esta prueba para conocer los cambios en ella. La prueba consiste en
colocar al animal en una caja de acrilico de 44 x 34 x 20 cm con dos objetos idénticos y

permitirle que los explore libremente durante 5 min, después de los cuales, se regresa a su
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caja. Una hora después, se vuelve a colocar a la rata en la misma area con otros dos objetos
idénticos, pero diferentes a los primeros para que los explore durante 5 min. Finalmente se
dejan pasar dos horas y se repite el procedimiento para medir el tiempo acumulado que el
animal explora ambos objetos. De manera natural, el animal explora el objeto familiar 1
mas tiempo puesto que el objeto familiar 2 es mas reciente y lo recuerda mejor (Barker et
al., 2007).

El indice de discriminacion se calcula:

Indice de Objeto familiar 1 - Objeto familiar 2

discriminacion — ) =
Tiempo total de exploracién

4.9 Analisis estadistico

Los datos se analizaron con el programa GraphPad PRISM 5.0 y Sigma Plot 12.0. Se
realizaron pruebas t de Student para datos no pareados, ANOVA de una via seguida de
prueba pos hoc Dunnet o Dunn, ANOVA de dos vias seguida de una prueba pos hoc
Dunnet o Dunn de acuerdo a las caracteristicas del conjunto de datos analizado. Las

pruebas utilizadas se especifican en cada pie de figura.
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5. RESULTADOS
5.1 Resultados electrofisioldgicos

5.1.1 Caracteristicas electrofisioldgicas de las neuronas piramidales de la corteza

medial prefrontal

Las neuronas piramidales registradas en la CPFm fueron clasificadas por su tipo de disparo.
El 78.21% de las neuronas registradas en animales control presentd un patron de disparo
regular (DR), el 10.26%, de rafaga intrinseca (RI) y el 11.54%, de disparo adaptativo (AD).
Estas proporciones fueron similares en las neuronas de animales expuestos a tolueno o
ciclohexano (Figura 11). En consecuencia, para los siguientes experimentos, elegimos las
neuronas piramidales de disparo regular (DR) por ser las mas abundantes en todas las

condiciones experimentales.

5.1.2 La exposicion repetida al tolueno modifica las propiedades pasivas de la

membrana de manera concentracion dependiente

Las células de animales expuestos a 1000 ppm y 4000 ppm de tolueno no mostraron
diferencias significativas en ningun parametro evaluado (PMR, Rn, tau, reobase y curva I-
V). Sin embargo si se observd una tendencia dependiente de la concentracion y a 8000
ppm, el tolueno aumentd la Rn (F(388) = 0.43; p= 0.73) redujo la constante de tiempo
membranal (F(zgs) = 11.9; p<0.001) y disminuyé la corriente reobase (F(zgs) = 9.7;
p<0.001). En cuanto a la curva IV, la concentracion mas alta de tolueno aumentd la
rectificacion membranal en respuesta a los pulsos negativos de corriente (figura 12). Con
base en estos resultados, la concentracion de 8000 ppm fue la que se utiliz6 en los

experimentos posteriores.
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Disparo Regular (DR) Disparo Adaptativo (AD) Rafaga Intrinseca (RI)

ML, fy

25mv
200 ms

Ciclohexano
7.84%

80.3 AD

Figura 11. Patron de disparo. A) Registros electrofisiolégicos de células control que presentan
tres tipos de disparo: disparo regular (DR), disparo adaptativo (AD) y rafaga intrinseca (RI). B)

Gréficas de pastel que representan la proporcion de los patrones de disparo registrados en las

11.76%
RI RI RI

células control y con tratamiento. Prueba exacta de Fischer p> 0.05.
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Figura 12. Propiedades pasivas de membrana de neuronas piramidales en la capa V de la
CPFm de ratas adolescentes tratadas con diferentes concentraciones de tolueno. A) Graficas de
barras (media + E.E y datos individuales) que representan las propiedades pasivas de animales
control y de animales tratados con diferentes concentraciones de tolueno. RMP: potencial de
membrana en reposo; Rn: resistencia de entrada, tau: constante de tiempo y la corriente reobase de
las neuronas de control (Nesiulas / animates = 30/10); de neuronas de animales expuestos con 1000 ppm
de tolueno (Ncetutas / animates = 16/5), 4000 ppm de tolueno (Ncetutas / animates = 16/5) u 8000 ppm de
tolueno (Ncsiutas / animates = 30/10). * P <0.05, *** P <0.001; ANOVA; prueba de Dunnett. B) Grafica
que representa el promedio de la curva I-V, para neuronas de control (Neeutas / animales = 20/10) y
neuronas de animales expuestos con 1000 ppm de tolueno (Negiutas / animates = 16/5), 4000 ppm de
tolueno (Ncetutas / animates = 16/5) 0 8000 ppm de tolueno (Ncetutas / animates = 20/10). Cada punto representa
la media = E.E ** P <0.01; Prueba t de Student. Los paneles de la derecha muestran los trazos
representativos de la parte negativa de la curva I-V representando la parte rectificadora de la curva
IV con diferentes concentraciones de tolueno.
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5.1.3 La exposicion repetida al tolueno, pero no al ciclohexano, modifica las

propiedades pasivas de la membrana

La exposicion repetida a 8000 ppm de tolueno modificd parametros de las propiedades
pasivas de la membrana, pero la exposicion repetida con ciclohexano no generd efectos
importantes. EI PMR de las células fue el Unico pardmetro evaluado que fue constante y no
presentd modificaciones importantes en ninguna de las condiciones evaluadas (F(2s7)
=0.66; P=0.52). La Rn, que se obtuvo calculando la pendiente de la porcién lineal de la
curva I-V, mostré una disminucion significativa en células de animales expuestos al
tolueno (F.87)=0.6; P=0.55). También, el tolueno disminuy6 la constante de tiempo
(Fe.87=21.3; P<0.001) y la corriente reobase de las neuronas (F,87)=18.2; P<0.001).

La figura 13 permite comparar los efectos de la concentracién mas alta de tolueno con la
misma concentracion de ciclohexano (8000 ppm) sobre las propiedades pasivas de la
membrana. El ciclohexano no tuvo ningln efecto, sobre las propiedades pasivas, pero logré
modificar la parte negativa de la curva 1V, a diferencia del tolueno que, como ya se
menciond en la descripcion de la figura anterior, aumentd la resistencia de entrada,
disminuyd la constante de tiempo membranal y la corriente reobase, y produjo rectificacion

de la curva IV.
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Figura 13. Propiedades pasivas de membrana de neuronas piramidales en la capa V de la
CPFm de ratas adolescentes tratadas con tolueno y ciclohexano. A) Efectos sobre el potencial
de membrana en reposo (PMR), la resistencia de entrada (Rn), la constante de tiempo (tau) y la
corriente reobase de neuronas de animales control (Ncsiutas / animales = 30/10); de neuronas de animales
expuestos a 8000 ppm de tolueno (Nesiulas 7 animates = 30/10), y de animales expuestos a 800 ppm de
ciclohexano (Neeiutas / animales = 30/10). Las barras representan la media + E.E * P <0.05, *** P <0.001;
ANOVA,; prueba de Dunnett. B) Gréfica que representa el promedio + E.E de la curva | - V. Los

trazos constituyen la parte rectificadora de la curva IV.

41



5.1.4 La exposicion cronica al tolueno y al ciclohexano produce cambios en la cinética

del potencial de accién

Se determinaron los efectos del tolueno y del ciclohexano sobre las propiedades cinéticas
del PA. Se observd que la amplitud, el tiempo de caida y la duracion disminuyeron
significativamente en los animales expuestos a ambos disolventes. Los resultados se

muestran en la Tabla 6.

También, evaluamos el efecto del tolueno y ciclohexano en el umbral de PA analizando las
gréficas de fases (phase plot) individuales de los PA consecutivos, obtenidos con
estimulacion a 140 pA durante 1200 ms. En condiciones control, las graficas muestran un
umbral de PA estable (Figura 14B). En contraste, en las rebanadas con exposicion cronica a
tolueno disminuyd el umbral de disparo de las células. Esta observacion fue corroborada
con otro protocolo que consistié en estimular a la neurona a través de una rampa
despolarizante. Con este protocolo pudimos observar que las neuronas de los animales
expuestos al disolvente dispararon, en promedio, 10 mV antes que los controles y en el caso
del ciclohexano el umbral de disparo no se modifico con respecto al control (Figura 14 C).
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Amplitud (mV)

Ctrl
Tol
Chx

1°PA
75+1.1
67.9+1.7*

66.8 + 2.4
F 244 =5.9; p=0.005

Tabla 7. Parametros del PA

5° PA
73.2+1.4
655+ 22"

65.4+2.2°
F (2,44) = 5.3; pP= 0.009

Tiempo de subida (normalizado)

Ctrl
Tol
Chx

100 + 4.2
904 +5

86.8 4.4
F 242y = 2.4; p=0.099

89.6 £ 4.4 ***
77.9+£3.9**

78.9 £ 3.9 ***
F (244y= 2.5; p= 0.093

Tiempo de bajada (normalizado)

Ctrl
Tol
Chx

100+ 4
81.9+54"

772 +4.3*
F (233 = 6.9; p= 0.003

Duracion media (ms)

Ctrl
Tol
Chx

1.1+0.04
1.13+0.04

1.19 +0.06
F (243 = 0.82; p= 0.44

83.2 £ 5.4 ***
69.1+4.4"

64.4 + 3.9%***
F (2,33) = 4.5; pP= 0.018

1.33 £ 0.06***
1.29 + 0.05 **

1.51 £ 0.08 ***
F 243 =3.3; p=0.04

10° PA
71.2+16*
61.6 £ 2.3** **

62.6 £ 2.1** **
F 44 =7.1; p=0.002

84.3 £ 4.2 ***
69.4 £ 4. 1%**

74.9 + 4.1 ***
F (244 = 3.1; p=0.05

81.3 £ 5.4 ***
60.7 + 4.2%***

57.5 + 3.8%** **
F (2.33) = 8:; p= 0.001

1.36 £ 0.6 ***
1.47 + 0.05 ***

1.7 £ 0.09*** **
F (243 = 6.3; p=0.003

ANOVA de una via

F 32 =4.1; p=0.0243
F @32 =8.3; p=0.0018
F (232 = 5.5; p=0.0086

F (232 = 67.7; p= <0.0001
F (232 = 20.6; p= <0.0001
F 232 = 25.5; p= <0.0001

F (222 = 27.5; p=<0.0001
F 2,22y = 40.6; p= <0.0001
F 222) = 28.9; p= <0.0001

F (230 = 54.5; p= <0.0001
F (230) = 29.2; p= <0.0001
F 230 = 34.7; p= <0.0001

+p<0.05; ++ p<0.01; +++ p< 0.001; vs Control (Ctrl), ANOVA de una via seguida de una
prueba Dunnett. *p<0.05; ** p<0.01; *** p< 0.001; vs 1¥ PA, ANOVA de medidas
repetidas seguido por una prueba de Dunnett.

43



A 1stAP 5th AP

0 mV
1ms
B Control Cdoheao
P 5 = | |
£ i ;
> ! '
E 5 i
% +
e ' 1]
% Lo e O S0 O l‘ v | S 93 AP i X R ¢ ; L§ | LR [R5 R l; T
50 25 0 25 50 50 -25° 0 25 50 5025 0 25 50
Potencial de membrana (mV) Potencial de membrana (mV) Polencial de membrana (mV)
" datotubelizbeaietol PRy S
C ”
E
.E-SD
a -60
k Nt S e 70
—_ g P T ol e < 1 o g
== = B LS L B
Confrol Chx Tol 20 40 60
D Time (ms)
i, g : g
E ¢ g 2.C-I % 2 21207
0 18 e o @ 100 —
B ey B 3 w0 io¥—
§. 34 ‘-‘-.\ g 12—] % 3 g‘ ac —
g e ¥ 2 o s o 60 g
L v - =
g w0 5 j e Q40—
N R s e e e ol g P S P
1 5 10 1 5 10 ®m 1 5 1 @ 1 R ]
Numero de PA Numerode PA T Ndmero de PAT Numere de PA

Figura 14. Cinética del PA y umbral de disparo. A) Trazos representativos de los PA. B) La
derivada de voltaje con respecto al tiempo frente al voltaje muestra la cinética del potencial de
accion de la rafaga representada en la parte inferior. C) Trazos representativos de un protocolo de
rampa despolarizante. D) Graficas que representan la amplitud, el tiempo de subida, el tiempo de
bajada y la duracién de los potenciales de accion con diferentes exposiciones de animales control

(Ncétutas 7 animates = 30/10); de neuronas de animales expuestos a 8000 ppm de tolueno (Negiutas / animates =
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30/10), y de animales expuestos a 800 ppm de ciclohexano (Ncetutas / animates = 30/10). Los puntos
representan el promedio + E.E * P <0.05, ANOVA,; prueba de Dunnett.

5.1.5 La exposicion cronica al tolueno incrementa la frecuencia de disparo de las

neuronas piramidales

Para examinar la frecuencia de disparo, las neuronas piramidales se mantuvieron en
modalidad de current-clamp a -70 mV y se aplicaron pulsos cuadrados de corriente (0-300
PA en pulsos crecientes de 20 pA, con una duracion de 1200 ms). El tratamiento cronico
del tolueno y ciclohexano aumento el numero de PA por unidad de tiempo en respuesta a la
inyeccion de pulsos de corriente crecientes (Figura 15A). Sin embargo, la diferencia
estadisticamente significativa sélo se observo en el grupo de animales expuestos al tolueno
(Feery = 23.3; p<0.001). La exposicion al tolueno también aumenté la frecuencia
instantanea de las neuronas piramidales (Fg7) = 27.4; p<0.001) como se muestra en la
figura 15B.

5.1.6 La exposicion cronica al tolueno pero no al ciclohexano disminuye la corriente

post hiperpolarizante

La corriente post hiperpolarizante esta compuesta por tres fases: rapida, media y lenta. Esta
regulada por canales de K* dependientes de Ca™ y determina la frecuencia de disparo de
las células. Su analogo en current clamp es el post potencial hiperpolarizante que es una
conductancia que nos habla del mismo fendmeno. Para evaluar el post potencial
hiperpolarizante se utiliz6 un protocolo para cuantificar la amplitud y el &rea de la
conductancia generada después de un estimulo de corriente. La exposicién crénica al
tolueno disminuy6 la amplitud (F,57) = 9.46; p<0.001) y el area (F(2,57) = 4.38; p<0.05) del
post potencial hiperpolarizante (Figura 4A), en particular se observé un decremento en la
fase lenta de esta conductancia con la exposicion al tolueno y los cambios no fueron

significativos con la exposicion al ciclohexano.

Con la finalidad de caracterizar mejor los efectos del tolueno, se administr6 UCL 2077, un
bloqueador de los canales que regulan la fase lenta de la corriente. Se observd, como se
esperaba, que el UCL 2077 disminuy6 el area y la amplitud de la corriente en animales

control. Sin embargo, en rebanadas de animales expuestos al tolueno este efecto no se
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presentd puesto que la fase lenta de la corriente post hiperpolarizante ya estaba inhibida
(figura 16B y C).
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Figura 15. Frecuencia de disparo. A) Registros electrofisiol6gicos representativos
obtenidos con pulsos cuadrados de corriente de 100 pA, 200 pA y 300 pA. B) Gréficas que
representan el nimero de PA con respecto a la corriente inyectada y frecuencia instantanea
para cada espiga de animales control (Ncstutas / animales = 20/8); de neuronas de animales expuestos a
8000 ppm de tolueno (Negiulas 7 animates = 20/8), y de animales expuestos a 8000 ppm de ciclohexano

(Ncétutas  animales = 20/8). Los puntos representan el promedio *+ E.E *** P <0.001, ANOVA; prueba de
Dunnett.
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Figura 16. Corriente post hiperpolarizante y post potencial hiperpolarizante. A) Registros
electrofisiolégicos representativos del postpotencial hiperpolarizante. Se representa en graficas el
area y la amplitud de la conductancia de animales control (Ncgiutas / animales = 20/10); de neuronas de
animales expuestos a 8000 ppm de tolueno (Ncetutas / animatles = 20/10), y de animales expuestos a 8000
ppm de ciclohexano (Ncaiulas 7 animates = 20/10).  Las barras representan el promedio + E.E **p< 0.01,
*** p< 0.01 ANOVA de una via, prueba de Dunnett. B) Trazos representativos de la corriente
hiperpolarizante con el blogueador UCL 2077. C) Graficas que representan la amplitud y el area
con diferentes exposiciones de animales control (Ncsiulas / animales = 20/10); de neuronas de animales
expuestos a 8000 ppm de tolueno (Ncaiulas 7 animates = 20/10), y de animales expuestos a 800 ppm de
ciclohexano (Negiulas / animatles = 20/10). Las barras representan el promedio + E.E *** P <0.001,

ANOVA de medidas repetidas; prueba de Dunnett. ++ p< 0.01, +++ P <0.001, t de Student de datos

pareados.
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5.1.7 La exposicion cronica al tolueno, pero no al ciclohexano, incrementa la actividad

sindptica espontanea

Para evaluar la ASE se consideré la amplitud y la frecuencia de las corrientes registradas a
un potencial de -70 mV. La exposicion repetida a tolueno aumento el nimero de eventos
sinapticos espontaneos y la amplitud, mientras que el ciclohexano no tuvo efecto
(Amplitud: H = 66.7; p<0.001; Frecuencia: H=49.2; p< 0.001). El efecto de los disolventes
sobre la ASE se muestra en la figura 17. Para evaluar si esta actividad era de naturaleza
excitadora o inhibidora se usaron dos diferentes farmacos para antagonizar la actividad de

los receptores que median estas respuestas.

Cuando se perfundié bicuculina en el medio (10 uM) para registrar solo la actividad
glutamatérgica, se observo que se incremento6 el nimero de eventos sindpticos pero no la
amplitud en condiciones control. En las células de animales expuestos al tolueno no se
modificaron ni la amplitud ni el nimero de eventos. En células de animales expuestos al

ciclohexano, la aplicacién de bicuculina disminuy6 el niUmero eventos sinapticos.

Se perfundié &cido quinurénico (2 mM) para evaluar la actividad gabaérgica ya que este
farmaco es un potente inhibidor de los receptores ionotrépicos glutamatérgicos. Se observé
que en las células control disminuyd la amplitud y el nimero de eventos sinapticos. En
cuanto a las células de animales expuestos al tolueno disminuy6 también el nimero vy la
amplitud de los eventos sinapticos. En el caso del ciclohexano, sélo disminuyd el nimero

de eventos sinapticos.
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Figura 17. Actividad eléctrica espontanea. A) Trazos representativos de la actividad

sinaptica espontanea en condiciones control (Neetutas / animatles = 12/6); de neuronas de animales
expuestos a 8000 ppm de tolueno (Nesiulas 7 animates = 12/6), y de animales expuestos a 8000 ppm de

ciclohexano (Nesiuias 7 animales = 12/6), con bicuculina y con acido quinurénico. B) Graficas que
representan la amplitud de los eventos sindpticos espontaneos y el intervalo interevento.
Cada gréfico de caja representa la media, la mediana, los valores minimos y méaximos, ***

p< 0.0001 Kolmogorov- Smirnov.
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5.1.8 EIl tratamiento con minociclina bloquea el efecto de la exposicion cronica al

tolueno sobre la excitabilidad intrinseca de las neuronas de la corteza

Con el propdsito de analizar el papel de la neuroinflamacion en los efectos del tolueno
administramos minociclina (50 mg/kg i.p.) que es un inhibidor de la activacion glial y de la
traslocacion al nucleo de NF-kB implicado en la sintesis de moduladores pro inflamatorios

como la IL-1p.

El tratamiento de minociclina en los animales expuestos a tolueno bloque6 los efectos del
tolueno, evitd los efectos electrofisiologicos, neuroinflamatorios y conductuales del

tolueno. En esta seccidn se presentan los resultados electrofisiologicos.

En cuanto a las propiedades pasivas de la membrana, la minociclina evito los cambios en la
pendiente, en la rectificacion de la curva I/V, bloqued la disminucién en la tau y de la
corriente reobase que se observd con la exposicion repetida a tolueno 8000 ppm. Ademas,
la corriente minima necesaria para generar potenciales de accion se restablece una vez que
los animales fueron sometidos al tratamiento con minociclina, es decir, que el tratamiento
con minociclina incrementa la corriente reobase y por lo tanto se requiere mas corriente
para generar PA, lo que hace menos excitables a estas células (Figura 18). El PMR no

mostré cambios bajo ninguna condicion experimental analizada.

Por otro lado, el tratamiento con minociclina reduce de manera significativa el incremento
en el nimero de PA observado en los animales expuestos al tolueno, este efecto se observa

en la figura 19A.

En la figura 20 se puede observar que la administracion de minociclina por si sola es capaz
de incrementar la amplitud y la duracién media del PA; ademas, los animales expuestos a
tolueno y que concomitantemente recibieron el tratamiento de minociclina también

mostraron incremento de la amplitud y de la duracion media del PA.

Por otra parte, el tratamiento con minociclina impide que se presente la dramatica
reduccion del post potencial hiperpolarizante que se observa tras la exposicion cronica con
el tolueno. En este analisis observamos que tanto el area como la amplitud se restablecen a

parametros control como se muestra en la figura 21.
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Figura 18. Curva I/V y propiedades pasivas de la membrana con el tratamiento de
minociclina. A) Graficas de barras que representan el promedio + E.E del PMR, Rn, Tau y Reobase
de animales control (aire + sol. Salina 0.9%) Ncgiulas 7 animates = 10/5, de animales con minociclina
(aire+ 50 mg/kg minociclina) Nesiutas / animales = 10/5; expuestos a 8000 ppm de tolueno (tol 8000
ppm+ sol. Salina 0.9%) Neeiutas 7 animales = 10/5 'y animales que recibieron exposiciones de tolueno
8000 ppm mas tratamiento con minociclina 50 mg/Kg Neetutas / animates = 10/5. **p< 0.01, ***p<0.001;
ANOVA; prueba de Dunnet B) Gréafica y registros electrofisiol6gicos obtenidos de un protocolo de

curva I/V. Las barras representan el promedio + E.E **p< 0.01, ***p<0.001 prueba de Dunnet.
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Figura 19. Frecuencia de disparo con el tratamiento de minociclina. A) Registros electrofisioldgicos
gue representan la frecuencia de disparo en condiciones control con minociclina, y registros de
animales con exposicién crénica de tolueno y tolueno mas el tratamiento de minociclina. B) Gréfica
gue muestra el namero de potenciales de accién con respecto a la corriente inyectada todos los

grupos tuvieron una Nesutas / animates = 10/5 *** p < 0.001, ANOVA, prueba de Dunnet.
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Figura 20. Cinética del potencial de accion y umbral de disparo con el tratamiento de
minociclina. A) Potencial de accion de célula control en linea s6lida negra y con minociclina en
linea punteada, con tratamiento de tolueno linea punteada en color rojo, con minociclina y tolueno
en gris . En el lado derecho la derivada del voltaje con respecto al tiempo contra el voltaje que nos
muestra la cinética del potencial de accion. B) Graficas que representan la amplitud y duracion total
de los potenciales de accion con las diferentes exposiciones (Ncsiulas / animates = 10/5). LOS puntos
representan el promedio + E.E. *p< 0.05, ** p<0.01, ANOVA de una via, prueba de Dunnet.
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Figura 21. Postpotencial hiperpolarizante con el tratamiento de minociclina. A) Registros
electrofisioldgicos del postpotencial hiperpolarizante (1ane por sus siglas en inglés). B) Gréficas que
representan la amplitud y el area de los postpotenciales hiperpolarizantes (Ncsiutas / animales = 10/5). Las

barras representan el promedio + E.E. *p< 0.05, ** p<0.01, ANOVA de una via, prueba de Dunnet.
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5.2 Resultados de inmunofluorescencia

Los resultados del analisis de la inmunofluorescencia de la region PL de la CPFm
mostraron que las ratas (PN35) sin tratamiento presentan un alto nivel basal de
fluorescencia para los marcadores de microglia (Iba-1 en rojo) y astrocitos (GFAP en
verde). A continuacion se describen los resultados para los grupos expuestos a los

disolventes.

5.2.1 La exposicion crénica a tolueno pero no al ciclohoexano incrementa la expresion
de GFAP e Iba-1 en la region PL de la CPFm y el tratamiento con minociclina evita

este incremento

En el grupo de los animales expuestos repetidamente a 8000 ppm de tolueno se observé
mayor inmunoreactividad a GFAP e Iba-1, no asi en los animales expuestos al ciclohexano
(Iba-1: Fs,22) = 113.3; P< 0.0001; GFAP: F(,22) = 20.11; P< 0.0001).

La alta inmunoreactividad presentada con la exposicidn crénica a tolueno tanto para GFAP
como para lba-1 disminuyé de manera significativa en las preparaciones obtenidas de
animales tratados con minociclina (Iba-1: Fa22) = 113.3; P< 0.0001; GFAP: Fa,.22) = 20.11;

P< 0.0001) como se muestra en la figura 22.
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Figura 22. Inmunofluorescencia de Iba-1 y GFAP en la regién PL de la CPFm. A) Imagenes confocales
de microglia y astrocitos de animales expuestos cronicamente a 8000 ppm de tolueno (Tol) n=5 y ciclohexano
(Chx) n=5y con los tratamientos controles con minociclina (Min) (50 mg/kg) n=5 y expuestos a tolueno con
minociclina (Tol+Min) n=5. B) Densidad de la inmunoreactividad de GFAP e Iba-1 representada como
fluorescencia media en pixeles (normalizada) para los grupos expuestos a los disolventes. Los puntos
representan cada experimento y las lineas el promedio + E.E. *p<0.05; ** p< 0.01; ***p< 0.001 ANOVA de

una via, prueba de Tukey.
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5.3 Resultados de PCR en tiempo real

5.3.1 El tratamiento con minociclina bloquea el efecto de la exposicion croénica al
tolueno sobre la expresion de IL-1p en la CPFm

Se evaluod, mediante qPCR, la expresion de IL- 1 y TGF-B en la region PL de la CPFm de

las ratas expuestas Unicamente a tolueno y a tolueno con minociclina.

El tolueno incrementd la expresion relativa de IL- 1B y este efecto se previno con
minociclina. Por otro lado, la expresién de TGF- mostr6é una pequefia disminucién con el
tratamiento de tolueno, sin embargo la administracion de minociclina logré incrementar su
expresion y ademas logro revertir la disminucion mostrada por el tolueno (IL-1: F@ag) =
14.57; P =0.0013; TGF-B: Fze) = 11.43; P = 0.0029).
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Figura 23. Expresion relativa de IL- 1 y TGF-p en la corteza prelimbica de la mPFC de ratas
adolescentes. Perfil de expresion de IL- 1 y TGF-B con la exposicion cronica al tolueno, con el
tratamiento de minociclina (50 mg/kg) y con la exposicion al tolueno simultanea al tratamiento con

minociclina (50mg/kg). Los valores de expresion relativa se normalizaron contra actina.
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5.4 Evaluacién conductual

En una evaluacion general de las condiciones de los animales tratados, observamos que
solo los animales expuestos a 8000 ppm de tolueno manifestaron algunos efectos similares
a los depresores del SNC, incluida la ataxia y disminucion de la coordinacién locomotriz
(Beyer et al., 2001; Rees y otros, 1987; Williams et al., 2005). Ademas, los animales
presentaron sacudidas de cabeza (head twitch) y postura de cuerpo aplanado durante las
sesiones de exposicion (Cruz et al., 2016; Rivera-Garcia et al., 2015). Se observé ataxia
grave el primer dia de exposicion en concordancia con otras investigaciones (Beyer et al.,
2001); y en las sesiones de exposicidn posteriores se observo una tolerancia a este efecto.
Después de 8 dias de exposicién repetida de 8000 ppm-tolueno, los animales exhibieron
hiperactividad cuando se colocaron en las camaras de exposicion. En este estudio no se
encontraron cambios en el peso corporal de los animales (Williams et al., 2005), y se

observaron signos de irritacion (nariz y 0jos) en todos los animales expuestos a tolueno.

5.4.1 El tratamiento con minociclina bloquea el efecto de la exposiciéon croénica al

tolueno sobre el deterioro cognitivo

La exposicion crénica al tolueno deterior6 de manera significativa el proceso de
aprendizaje en la prueba de evitacion pasiva, disminuyendo la latencia del paso a la zona
oscura (Figura 24). El tratamiento con minociclina aument6 de manera parcial la latencia de
paso de los animales expuestos cronicamente al tolueno, lo que muestra un efecto protector

de la minociclina como se observa en la figura 24 (F 4,45 = 12.60; p < 0.0001).

También observamos que la exposicion repetida al tolueno disminuyé de manera
significativa el indice de reconocimiento de objeto novedoso relacionado con el proceso de
memoria de orden temporal en la prueba de reconocimiento de objeto novedoso modificada
y este efecto se evitd con la administracion de minociclina, (figura 24) (Faa4s = 25.02; p
<0.0001).
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Figura 24. Efecto del tolueno, del ciclohexano y del tratamiento con minociclina sobre el
aprendizaje y la memoria temporal. A) Prueba de evitacién pasiva, n=10 para todos los grupos.
Las barras representan el promedio+ E.E, y los puntos representan cada experimento. B)
reconocimiento de objeto novedoso, n= 6 para todos los grupos. Las barras representan el
promedio+ E.E, y los puntos representan cada experimento, *p< 0.05; ** p<0.01; *** p<0.001;
ANOVA de una via, prueba de Tukey.
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6- DISCUSION

En este trabajo exploramos los efectos de la exposicion repetida a concentraciones altas de
dos diferentes disolventes, tratando de reproducir un patron de exposicion tipo abuso en
ratas adolecentes sobre las propiedades intrinsecas de las neuronas piramidales de la capa V

de la CPFm y algunos marcadores de neuroinflamacion en la misma region.
Los principales hallazgos del presente estudio se resumen a continuacion:

La exposicion repetida a 8000 ppm de tolueno produjo: (1) modificacion de las propiedades
pasivas de la membrana de neuronas piramidales de la capa V de la region PL de la CPFm.
(2) Incremento en la frecuencia de disparo de las neuronas. (3) Disminucién la amplitud,
duracién media, el tiempo de subida y el tiempo de bajada del potencial de accion. (4)
Disminucion el post potencial hiperpolarizante y el umbral de disparo de las neuronas. (5)
Incremento del ndmero de eventos sinapticos espontaneos mediados por actividad
glutamatérgica y la amplitud de los mismos. (6) Incremento la expresion de GFAP e Iba-1
en CPFm. (7) Incremento de la expresion relativa de IL-1p en CPFm. (8) Deterioro del

aprendizaje y de la memoria temporal.

La exposicion repetida a 8000 ppm de ciclohexano produjo: (1) cambios en la rectificacion

de la curva IV y (2) disminucion de la duracion y el tiempo de baja del PA

Todos los efectos observados con la exposicion crénica de tolueno se evitaron por el

tratamiento con minociclina.

En conjunto, estos resultados muestran que el tolueno induce un incremento en la
excitabilidad en las neuronas de la CPFm asi como un proceso de neuroinflamacion mas
evidente en comparacion con el ciclohexano, y que un inhibidor de la activacion de los
procesos neuroinflamatorios, como la minociclina es capaz de bloquear los efectos del
tolueno y posiblemente de prevenirlos. El proceso de neuroinflamacion desencadenado por
la exposicién repetida al tolueno estd relacionado con el deterioro en el aprendizaje
observado en la prueba de evitacion pasiva y con el incremento de la excitabilidad celular
de las neuronas piramidales de la CPFm de ratas adolescentes. A continuacion se discuten

estos resultados.
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6.1 Efectos de la exposicion cronica al tolueno y ciclohexano en las propiedades

intrinsecas de las neuronas piramidales

En reportes previos de los efectos agudos del tolueno en las neuronas piramidales de la
capa V de la CPFm de ratas, se ha demostrado que al perfundir este disolvente a través del
LCRa que bafia a la rebanada de cerebro en diferentes concentraciones (0.1, 0.3 y 1 mM) se
presenta un efecto inhibidor importante, con una disminucion de la frecuencia de disparo,
de la actividad sinaptica espontanea y de la excitabilidad neuronal (Beckley and
Woodward, 2011b). Este reporte es consistente con el mecanismo de accion del tolueno,
como antagonista no competitivo de los receptores NMDA y modulador alostérico positivo
del receptor GABAA (Balster, 1998; Bowen et al., 1996; Cruz et al., 2000; Filley et al.,
2004; Maclver, 2009). Sin embargo, nuestros hallazgos sefialan que tras el consumo
prolongado y a concentraciones altas de tolueno la excitabilidad neuronal aumenta, y esto
se debe a las adaptaciones neuronales que conlleva esta exposicién que se discuten mas
adelante. En el caso del ciclohexano, hasta donde tenemos conocimiento, no existen
reportes sobre sus efectos sobre las propiedades intrinsecas de las neuronas. Tampoco esta
claro cuales son sus efectos sobre distintos sistemas de neurotransmision. Suponemos que
su mecanismo de accion es diferente al del tolueno porque no produce los mismos efectos
conductuales (Armenta-Resendiz, Tesis de maestria, 2013; Cruz et al., 2016). Por esas
razones, no es sorprendente que sus efectos electrofisiolégicos tampoco sean los mismos.
Es interesante, sin embargo observar que el ciclohexano; si logré cambiar algunos
parametros del potencial de accién como el tiempo de caida y duracion que discutiremos
mas adelante. También se observd un aumento en la frecuencia de disparo pero no fue

significativo.

Uno de los hallazgos de nuestro trabajo fue que el tolueno produjo un aumento de la
resistencia de entrada de las células y una disminucién de la constante de tiempo
membranal que son propiedades pasivas determinadas por el area de las neuronas, la
densidad de los canales y la apertura y cierre de los mismos (Kandel et al., 2013). Estudios
morfoldgicos han encontrado una disminucién del tamafio de las neuronas piramidales de la
corteza e hipocampo y menor ramificacion dendritica en animales expuestos cronicamente
al tolueno a concentraciones de 5000 — 6000 ppm 10 min al dia por 10 dias en etapas

adolescentes (Pascual et al., 2011; Pascual and Bustamante, 2010). Con base en estos
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hallazgos es posible sugerir que en los animales expuestos a tolueno evaluados en nuestro
estudio se produjo un cambio en la superficie y en el &rea total de las neuronas asociados al
aumento de la resistencia de entrada y de la tau membranal observados. En este sentido,
nuestros resultados electrofisioldgicos con el tratamiento de minociclina bloquearian la
aparicion de estos cambios en las propiedades pasivas de la membrana, lo que seria
congruentes con el efecto citoprotector de la minociclina (Jordan et al., 2006). En lo que
respecta al ciclohexano, dado que no encontramos cambios en las propiedades pasivas de la
membrana, es posible suponer que probablemente no tiene efectos crénicos que se
traduzcan en cambios en el tamafio de las neuronas o en el nimero y funcionalidad de

canales i6nicos.

En este estudio también encontramos que el tolueno incrementd significativamente la
frecuencia de disparo de las neuronas piramidales de la corteza. Algunos estudios
relacionados con el estudio de la frecuencia de disparo en la CPFm han demostrado que los
incrementos en las concentraciones de diferentes neurotransmisores, entre ellos dopamina y
serotonina, aumentan la frecuencia de disparo en neuronas piramidales (Benekareddy et al.,
2010; Marek and Aghajanian, 1998; Satake et al., 2008). En relacion con las
concentraciones de serotonina y dopamina, existen trabajos que sefialan que tras la
exposicion al tolueno se incrementa la concentracion de ambos neurotransmisores en
diferentes areas cerebrales incluida la CPFm; sin embargo, este efecto es transitorio, ya que
con las exposiciones repetidas los niveles de estos neurotransmisores regresan a valores

basales (Rivera-Garcia et al., 2015).

El incremento en el disparo neuronal observado con las exposiciones de tolueno a 8000
ppm estuvo acompaiiado por un incremento de conductancias de potasio rectificadoras
entrantes y una disminucion del componente lento del post potencial hiperpolarizante. Esta
bien establecido que la modulacién de conductancias subumbrales cercanas al PMR son las
principales responsables de las propiedades pasivas y la excitabilidad de las neuronas.
Nuestros resultados también respaldan la idea de que el tolueno modula las conductancias
activas cercanas de PMR; probablemente, conductancias de potasio salientes. Es importante
destacar que la modulacion de las corrientes de potasio por tolueno ha sido reportada
previamente en ovocitos (Del Re et al., 2006). Sin embargo, si la exposicion repetida al

tolueno modula las corrientes de potasio en las neuronas centrales, es un problema que
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requiere una mayor investigacion. Por otro lado, el andlisis de las curvas I-V mostro que la
exposicion a 8000 ppm de tolueno aumenta la rectificacion en la parte negativa de las
curva. Este rango de voltaje corresponde al potencial de membrana al cual el potasio
rectifica 0 es entrante. Los rectificadores estan activos en la corteza prefrontal de los
roedores (Day, 2005), lo que sugiere que el tolueno modula los canales rectificadores
entrantes de potasio. Importantemente, varios canales de potasio, incluidos los
rectificadores entrantes en la corteza, se ha demostrado que se modulan por la exposicion

cronica al alcohol, cocaina y tolueno.

En este estudio también se observd que el tolueno y el ciclohexano disminuyen el tiempo
de bajada y la duracion del PA. La fase de repolarizacion del PA depende de las
conductancias de potasio dependientes de voltaje (Kv) (Kandel et al., 2013; S Kourrich et
al., 2015b). Una disminucion del tiempo de bajada y de la duracion del PA se debe al
incremento en la funcién de canales Kv de tipo A. Ambos disolventes disminuyen el
tiempo de bajada y la duracion del PA por lo tanto podria estar incrementando la funcion de
los canales Kv. Este fenbmeno se ha reportado en procesos como apoptosis, estrés
oxidativo, neurotoxicidad, neuroinflamacion y envejecimiento, donde hay un aumento en la
actividad de canales Kv y disminucion de la fase de repolarizacion (Panama et al., 2011;

Pannaccione et al., 2005).

6.2 Efecto de la neuroinflamacioén en la excitabilidad intrinseca de las neuronas

Existen reportes sobre el incremento en la frecuencia de disparo de neuronas en hipocampo
y corteza causado por la neurotoxicidad que se presenta con el incremento de la
concentracion de glutamato extracelular, el aumento en la produccion de especies reactivas
de oxigeno y de nitrogeno y la secrecion de interleucinas proinflamatorias de macréfagos,
en caso de inflamacidn periférica, o de la microglia en SNC (Balez et al., 2016; Chen et al.,
2011; Devinsky et al., 2013; Flake et al., 2005; Harriott et al., 2006; M Pascual et al., 2014;
Wu et al., 2015; Yoshimura and de Groat, 1999). En el caso del tolueno se ha reportado que
hay un proceso neurotdxico importante que incluye marcadores de estrés oxidativo,
apoptosis y disminucion en la neurogénesis en hipocampo (Al-Ghamdi et al., 2004; Paez-

Martinez et al., 2013; Sarma et al., 2011). Asi mismo el metabolismo de este disolvente
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produce altos niveles de especies reactivas de oxigeno y de estrés oxidativo (ASTDR, 1997;
Edelfors et al., 2002; Kodavanti et al., 2011). Otros reportes indican que el tolueno podria
ser un agente proinflamatorio, ya que exposiciones ocupacionales (5, 50 o 500 ppm, 6 horas
diarias por 5 dias a la semana en un total de 6 semanas) incrementan la expresion de
citocinas como TNF y del receptor TLR4 asi como de NF-kB (Tin Tin Win-Shwe et al.,
2011) en el hipocampo. Estos factores en conjunto podrian ser los responsables de los
cambios en la excitabilidad celular observados después de la exposicion repetida al tolueno,
ya que un incremento en la excitabilidad neuronal asociado a la neuroinflamacion tambiéen
se ha observado con otros compuestos neurotoxicos como el alcohol con el que comparte
mecanismo de accién el tolueno (Abernathy et al., 2010). En el caso del ciclohexano su
metabolismo ha sido reportado como metabolismo de fase 2, es decir, por conjugacién con
acido glucoronico (Luttrell, 2010) que no resulta ser oxidante. Si bien, se desconoce su
mecanismo de accion, no se descarta la posibilidad de que este disolvente también cause
neurotoxicidad, aunque hay pocos reportes sobre sus efectos neurotdxicos y pro-
inflamatorios, en ellos es necesaria una exposicion mas prolongada (30 dias) y a
concentraciones mayores para observar cambios (9,000 ppm) (Campos-Ordonez et al.,
2015; Lammers et al., 2009).

Existe evidencia que muestra el papel de la neuroinflamacion como desencadenante del
fendmeno de 'derrame' de glutamato en el espacio extrasinaptico. Este fenémeno esta dado
por el glutamato liberado de las células gliales en combinacion con la disminucion de la
capacidad de los transportadores gliales para amortiguar y despejar glutamato
(McCullumsmith and Sanacora, 2015). Esto conlleva a la activacion de receptores
extrasindpticos NMDA y conduce a la hiperexcitabilidad celular, a la atrofia de las espinas
dendriticas y a la pérdida de la integridad sinaptica, lo que finalmente resulta en pérdida
neuronal (Hardingham and Bading, 2010; Malarkey and Parpura, 2008). Una de las
principales modificaciones que se deriva la exposicion cronica al tolueno es el incremento
en la densidad de los receptores NMDA en particular la subunidad N2B (Williams et al.,
2005), y esto se ha asociado a su mecanismo de accién como antagonista de estos mismos
receptores, ya que existen reportes que muestran un aumento y redistribucién homeostatica
de los receptores AMPA y NMDA en respuesta al bloqueo subcrénico de los receptores

NMDA (Wang and Gao, 2012). Por otro lado, existe evidencia que relaciona a la IL-1p con
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incremento en la actividad del receptor NMDA en especial la subunidad N2B asi como en
el incremento de su expresion (Vezzani and Viviani, 2015). También hay investigaciones
en las que se observa el papel modulador del glutamato sobre el NF-kB inducible en
neuronas, ya que se activa a través del receptor NMDA y también es capaz de regular la
expresion de estos canales (O’Neill and Kaltschmidt, 1997). Por ello, es légico pensar que
el mecanismo de accién del tolueno y su neurotoxicidad modifican en conjunto la
homeostasis glutamatérgica y la densidad de los receptores NMDA que podria explicar la

excitabilidad celular elevada que encontramos en este trabajo.

Para conocer el papel de estos factores neuroinflamatorios, asi como la modulacion de la
excitabilidad celular a través de la IL-1B y del NF-kB se evalud el efecto del tratamiento
con minociclina que es un inhibidor tanto del proceso de neuroinflamacion como del
transporte de NF-kB al nucleo (Dean et al., 2012). Se ha reportado que la minociclina
protege contra la excitotoxicidad mediada por NMDA (Gonzalez et al., 2007; Tikka and
Koistinaho, 2001), ademas, evita la proliferacion de celulas microgliales y la liberacion
incrementada de IL-1p y 6xido nitrico inducida por NMDA en cultivos de microglia
puros(Tikka and Koistinaho, 2001). Congruente con nuestra hipdtesis, este tratamiento
resultd ser eficaz para bloquear los efectos del tolueno sobre la excitabilidad celular, por lo
que suponemos que los cambios que observamos en la excitabilidad intrinseca de estas
neuronas tras la exposicion repetida al tolueno, pudieran estar asociados a la neurotoxicidad
y a la neuroinflamacion que desencadenan un desequilibrio en la neurotransmision

glutamatérgica.

En modelos animales de inflamacion periférica se ha evaluado la excitabilidad intrinseca de
las neuronas de la CPFm y se ha reportado que tras un proceso de inflamacion se
incrementa la frecuencia de disparo en las neuronas (Xiao et al., 2015). Por otro lado,
algunas citocinas proinflamatorias, como la IL-18 y el TNF, incrementan la excitabilidad
neuronal en general. Ambas citocinas incrementan la actividad de canales de Na* y
particularmente la IL-1B inhibe corrientes gabaérgicas en neuronas hipocampales e
interactUa con receptores glutamatérgicos potenciando las corrientes mediadas por NMDA
(Schafers and Sorkin, 2008). La IL-1p también esta implicada en el incremento en la
expresion de receptores NMDA en especial la subunidad N2B. En relacion con esto

evaluamos la concentracion de IL-1 en la CPFm y observamos que incrementa su expresion
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con la exposicion a tolueno y este efecto se bloquea con el tratamiento de minociclina. Este
tratamiento resulto ser eficaz también para la reduccion de la frecuencia de disparo y para

excitabilidad neuronal en general.

Otro resultado de nuestro estudio es que con la exposicion repetida a tolueno existe una
disminucion en la duracion del potencial de accion, en el tiempo de bajada y en el post
potencial hiperpolarizante. Estos tres pardmetros estan regulados por canales de K*
dependientes de voltaje y canales de K* dependientes de Ca?*. Se ha reportado que el
tolueno bloquea canales BK que son canales mixtos ya que se activan tanto con voltaje
como por calcio (Del Re et al., 2006); y por otro lado, se ha descrito que las citocinas
inflamatorias como la IL-1, producen un bloqueo de corrientes inducidas por canales de
potasio (Vezzani and Viviani, 2015). Cuando inhibimos la activacion de la microglia y de
los astrocitos con la administracion de minociclina, disminuyo la expresion de IL-1p, Ibal
y GFAP en la CPFm y en nuestros registros electrofisiolégicos también pudimos observar
que se evitd el efecto del tolueno en los parametros de amplitud, duracion, tiempo de subida
y bajada y disminucién del postpotencial hiperpolarizante, siendo evidente la participacion

de la neuroinflamacién en la regulacion de la excitabilidad celular y en la cinética del PA.

6.3 Efectos del tolueno y del ciclohexano sobre la fluidez membranal

Durante la década de los 80 y 90 fue muy popular la idea de que los disolventes
modificaban la fluidez membranal y de ahi se derivaban sus efectos, a esto se le conoce
como la hipotesis de la fluidez membranal. En el caso del alcohol se han encontrado
pruebas de que produce una perturbacion membranal con altas concentraciones (casi letales
(Harris and Hitzemann, 1981)). Sin embargo, esta hipétesis quedd relegada tras observar
que el alcohol y disolventes como el tolueno tienen blancos moleculares de accion
especificos y mecanismos mas complejos (Allan and Harris, 1986; Beckstead et al., 2000;
Cruz et al., 1998; Lopez-Rubalcava et al., 2000; Lovinger and Zhou, 1994; Wang and
Gustafson, 1994). La fluidez membranal ha sido correlacionada con actividad enzimatica y
con funciones de transporte de iones. Un incremento en la fluidez de membranal activa la
bomba Na'K* y modifica la homeostasis del ion K* que se logra a través del

funcionamiento adecuado de los canales pasivos de K* y de la bomba Na*K* (Eckert et al.,
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2011; Thalhammer et al., 1993). Estos procesos estan relacionados con el mantenimiento
del potencial de membrana en reposo. Nosotros observamos que tras la exposicion cronica
con concentraciones tipo abuso de tolueno o ciclohexano no se modificd el potencial de
membrana reposo, por lo tanto, no parece haber una afectacion importante de la fluidez
membranal. Un estudio donde se probd ciclohexano (10 y 20 nM) en tejido hepatico se
observé que disminuye la anisotropia de manera dependiente de la concentracién lo que
modifica la elasticidad, la viscosidad y la temperatura de las membranas pero no presentd
disminucién en la actividad de la ATPasa Na*K* (Thalhammer et al., 1993). Estos estudios
nos muestran que si bien existe un efecto de los disolventes sobre las membranas, es
necesaria la exposicion extrema para lograr modificaciones tales que se pudieran observar
en la fisiologia de las neuronas, por lo que suponemos que los cambios observados en este
trabajo estan asociados a cambios y remodelaciones en la neurotransmision y en otros
procesos como la neuroinflamacion dados por la cronicidad del consumo y no a procesos de

fluidez o cambios membranales.

6.4 Efectos del tolueno y el ciclohexano sobre el proceso de neuroinflamacion

En nuestros resultados encontramos que la exposicion cronica al tolueno incrementa la
expresion de IL-1B, y que dicho incremento se previene al administrar un tratamiento de
minociclina (50 mg/kg i. p.) durante 10 dias. Estos resultados son coherentes con lo que
esperdbamos encontrar pues existian antecedentes de que el tolueno a concentraciones
ocupacionales (5-50 ppm) ya inducia un incremento en la expresion de varios mediadores
inflamatorios y la activacion del receptor TLR4 (Win-Shwe et al., 2011; Win-Shwe et al.,
2012), y esperdbamos que la minociclina bloqueara el efecto sobre la expresion IL-1p
inducido por el tolueno. En este trabajo también evaluamos la expresion de TGF-p que es
un péptido multifuncional que controla la proliferacion, la diferenciacion y otras funciones
en muchos tipos de células. También regula las acciones de muchos otros factores de
crecimiento peptidicos y determina una direccion positiva 0 negativa de sus efectos. Su
marcada capacidad para mejorar la formacion del tejido in vivo y su accion supresora en los
linfocitos T y B, sugieren aplicaciones como agente antiinflamatorio o inmunosupresor

(Sporn et al., 1986). Sin embargo, en este estudio no encontramos cambios significativos en
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la expresion de TGF-B con la exposicion repetida a 8000 ppm de tolueno, lo cual podria
indicar que el tolueno no activa el fenotipo M2 de la microglia, pero se necesitaria mas

investigacion al respecto.

Con el fin de observar la participacion de las células gliales medimos la fluorescencia de
los marcadores Iba-1 y GFAP encontrando que, de manera basal, la expresion de ambos
marcadores se encontraba aumentada. Este resultado podria deberse a que durante la
adolescencia, la CPF experimenta el segundo mayor periodo de desarrollo con una poda
sinaptica a gran escala (Kolb et al., 2012; Nemati and Kolb, 2012). Con relacion a esto se
ha observado una clara diferencia entre la microglia adolescente y la microglia adulta
siendo la primera més hipertréfica y abundante (Staci D. Bilbo et al., 2012; Brenhouse and
Schwarz, 2016). Aunque la inmunoreactividad basal se encontraba incrementada, logramos
ver que con la exposicion crénica al tolueno se incrementaba alin mas la inmunoreactividad
para GFAP e Iba-1, para el ciclohexano observamos solo un pequefio incremento en la
inmunoreactividad a Iba-1. Este incremento de GFAP presentado Unicamente por los
grupos expuestos al tolueno, pudiera estar asociado al aumento de la frecuencia de disparo
y de la excitabilidad neuronal que reportamos, ya que los astrocitos son los principales
reguladores de la liberacion y recaptura extracelular de glutamato y participan directamente
en las sinapsis. Esta actividad incrementada o astrogliosis que encontramos en la region PL
de la CPFm sugiere la participacion astrocitica en el incremento de la excitabilidad del

circuito evidenciada por el aumento de la actividad sindptica espontanea.

6.5 Efectos de la neuroinflamacion asociada a la exposicion croénica de tolueno en el

deterioro cognitivo

Los cambios que encontramos en las neuronas piramidales de la CPFm podrian estar
asociados a los déficits cognitivos relacionados al consumo crénico de tolueno que han sido
reportados en estudios clinicos (Lubman et al., 2008) y en modelos animales. Algunos de
estos déficits mas notables son la disminucién de la capacidad de atencién, de la memoria
de trabajo, de la memoria a corto y largo plazo (Huerta-Rivas et al., 2012; Win-Shwe and
Fujimaki, 2012), y deterioro del aprendizaje (Baydas et al., 2005; Dick et al., 2014; Huerta-
Rivas et al., 2012; Miyake et al., 1983; Montes et al., 2017; Shigeta et al., 1986; von Euler
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et al., 1993; Wada et al., 1988). Con base en estos antecedentes y en nuestros resultados
evaluamos con la prueba de evitacion pasiva, pardmetros de la fase de aprendizaje de
animales que fueron expuestos a los disolventes y otros que recibieron el tratamiento de
minociclina. De manera congruente con nuestra hipotesis, encontramos que la inhibicion
del proceso de neuroinflamacion en ratas expuestas al tolueno logré disminuir el deterioro
cognitivo de manera parcial en esta prueba. También decidimos utilizar una prueba que no
tuviera un componente aversivo por lo que utilizamos la prueba de reconocimiento de
objeto novedoso modificada que permite conocer el estado de la memoria de trabajo del
animal. Ademas, en esta prueba modificada la principal conducta observaba esta asociada
a la CPFm mas que a cualquier otra estructura cerebral (Barker et al., 2007). Observamos
que el tolueno disminuyd el indice de reconocimiento del objeto mas reciente y que
posiblemente se deba a alteraciones en la atencion o en la memoria temporal. Dado que este
efecto se evitd con el tratamiento de minociclina, es l6gico suponer que la activacion del
proceso de neuroinflamacion inducido por el tolueno puede tener un efecto deletéreo en
areas especificas como la CPFm. En este sentido, existen estudios que demuestran que la
neuroinflamacién inducida por LPS altera la ejecuciones en estas pruebas de memoria
debido a las modificaciones neuronales que se desencadenan por la liberaciones de
mediadores inflamatorios y la activacion glial (de Pablos et al., 2006; Henry et al., 2008).

Es necesario hacer estudios especificos para analizar los posibles mediadores de este efecto.
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Figura 25. Esquema que resume los principales hallazgos de este estudio. Los efectos
neuroinflamatorios y neurotdxicos del tolueno incrementan la excitabilidad intrinseca y a su vez
inducen deterioro del aprendizaje y la memoria de orden temporal (memoria de trabajo); ademas el
ciclohexano que tiene un perfil farmacoldgico diferente no induce ninguno de estos efectos. La
minociclina, que impide la sintesis de citocinas y otros mediadores que inducen excitotoxicidad,

previno todos los efectos deletéreos causados por las exposiciones al tolueno.
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7. CONCLUSIONES
Del presente estudio podemos concluir los siguientes puntos:

1) La exposicion repetida al tolueno, pero no al ciclohexano, modifica las propiedades
pasivas de la membrana y esta modificacion no puede ser explicada con las hipdtesis de la
fluidez membranal, sino que se debe a un proceso mas complejo que se deriva de la

neuroinflamacion que produce.

2) La exposicion repetida al tolueno incrementa la frecuencia de disparo y la excitabilidad
celular, asi como el deterioro cognitivo en la prueba de evitacion pasiva y reconocimiento
de objeto novedoso modificada como resultado del incremento de la activacion glial y de la
liberacion de IL-1 B en la region PL de la CPFm.

3) Nuestros resultados muestran que el tolueno induce un incremento en la excitabilidad en
las neuronas piramidales de la capa V de la region PL de la CPFm de manera mas
significativa que el ciclohexano, y que un inhibidor de la activacion de la via NF-xB, como
la minociclina, es capaz de bloquear sus efectos y posiblemente de prevenirlos. Estos
procesos inflamatorios estan relacionados con el deterioro en el aprendizaje y la memoria
de trabajo, asi como con el incremento de la excitabilidad celular de las neuronas

piramidales de la CPFm de ratas adolescentes.

En conclusion, hemos encontrado diferencias en las pruebas electrofisioldgicas tras la
exposicion repetida al tolueno en pardmetros que nos refieren una mayor excitabilidad
celular. El ciclohexano result6 ser un disolvente que no afecta parametros que se refieren a
la excitabilidad intrinseca de las células; tuvo un efecto de aumento sobre la frecuencia de

disparo, sin embargo no en la misma proporcion que el tolueno.

Sobre el papel de la neuroinflamacion en los procesos neuronales que se observan tras la
exposicion crénica de tolueno, nuestros hallazgos electrofisioldgicos, moleculares y
conductuales suponen una importante modulacién de los efectos deletéreos del tolueno por
la activacion del proceso inflamatorio en el SNC. Con lo anterior podemos decir que

nuestras hipotesis fueron corroboradas por nuestros resultados.
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8. PERSPECTIVAS

Los resultados presentados en esta tesis presentan la posibilidad de ampliar la investigacion

en esta area por lo que las perspectivas que genera este proyecto son:

Debido a que se observa un componente glutamatérgico incrementado seria
pertinente analizar la actividad glutamatérgica después de exposiciones repetidas a
concentraciones altas de tolueno, para ello serd necesario cuantificar los niveles
tisulares de glutamato ya sea mediante HPLC o microdialisis y también evaluar la
expresion de los receptores NMDA y AMPA por western blot o PCR.

De este proyecto se deriva la cuestion sobre la relacion que existe entre los niveles
de glutamato elevados, la neuroinflamacion y la excitabilidad intrinseca, para ello se
podria evaluar la participacién de la IL-1B en la activacion, fosforilacion o
expresion de los receptores NMDA mediante técnicas como inmunofluorescencias,
western blot, PCR.

Ahora bien este proyecto es descriptivo por lo que permite pensar en un analisis mas
mecanistico sobre cémo la neuroinflamacién producida por el tolueno modifica
algunos parametros especificos de la excitabilidad intrinseca. Para ello es necesario
observar los cambios que la minociclina induce en los canales i6nicos que
participan en el mantenimiento de la cinética del PA y de la frecuencia de disparo.
Se podrian aislar las corrientes de Na* con bloqueadores de corrientes de K* como
apamina o TEA y viceversa aislar las corrientes de K* con blogueadores de canales
de Na* como TTX en animales que fueron expuestos al tolueno y tratados con

minociclina.

La concentracion de ciclohexano probada en este trabajo, aunque fue elevada, quiza
no es suficientemente alta para inducir efectos deletéreos, por lo que resultaria
conveniente realizar una curva dosis-respuesta de diferentes concentraciones de
ciclohexano para observar si los cambios observados son concentracion dependiente

y si concentraciones mas elevadas pueden causar efectos similares al tolueno.
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Debido a que este trabajo se concentr6 en el andlisis de las propiedades de células
individuales seria interesante estudiar mediante electrofisiologia de campo la
actividad poblacional de neuronas con el tratamiento de minociclina para conocer
los efectos de la inhibicion de la inflamacion en el circuito sindptico. Asi como

estudiar la LTP y LTD de animales expuestos a tolueno y ciclohexano.

Nosotros observamos que la recuperacion del tratamiento con minociclina fue
parcial en la prueba de evitacion pasiva que incluye un estimulo aversivo, por lo
que, resultaria interesante estudiar el efecto del tolueno sobre la amigdala con
estudios de electrofisiologia in vivo con paradigmas que incluyan un

condicionamiento aversivo.

En este trabajo se observo que el tolueno modifica la IAHP por lo que seria relevante
estudiar la activacion y expresién de los canales BK y SK en las neuronas
piramidales con exposiciones repetidas a tolueno para conocer como se afectan
estas proteinas con el consumo crénico de tolueno y si son las responsables de los
cambios en la IAHP ya que estos canales son los principales generadores de esta
corriente. Esto podria ser con técnicas electrofisioldgicas pero también con western

blot o inmunofluorescencia.

La adolescencia es un periodo critico donde hay mucha actividad de las células de la
glia por lo que algunos resultados pueden estar asociados a estos cambios del
desarrollo por lo que seria pertinente analizar los mismos efectos que se estudiaron
en este trabajo pero con ratas adultas para conocer si se presentan cambios
neuronales a diferentes edades.

Unas de las principales diferencias entre el tolueno y el ciclohexano es que el
primero induce efectos psicoactivos y neurotoxicidad mas severa que el otro, por lo
que otra perspectiva que deja este trabajo es la de promover politicamente en
nuestro pais una regulacion mas estricta sobre la cantidad de tolueno que contienen
los productos domésticos, escolares e industriales, que son accesibles para los
jovenes o promover la sustitucion del tolueno por disolventes menos nocivos, como
es el caso del ciclohexano que hasta el momento no ha mostrado un perfil adictivo

como el tolueno.
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