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A ma mare, mon pare i la meua avia.

A la meua padrina, al tendre record
de les seues ganes de viure.

"Los hombres deberian saber que del cerebro, y nada méas que del cerebro,
vienen las alegrias, el placer, la risa y la diversion, las penas, el dolor, el
abatimiento y las lamentaciones. Y gracias al cerebro, de manera especial,
adquirimos sabiduria y conocimientos, y vemos, oimos y sabemos lo que es
repugnante y lo que es bello, lo que es malo y lo que es bueno, lo que es
dulce y lo que es insipido... Y gracias a este drgano nos volvemos locos y
deliramos, y los miedos y terrores nos asaltan... Debemos soportar todo
esto cuando el cerebro no esta sano... Y en este sentido soy de la opinion de
que esta viscera ejerce en el ser humano el mayor poder."”

Hipocrates, 460-377 a. C.
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5-HT: serotonina.

8-OHdGua: 8-hidroxideoxiguanosina

BrdU: 5’-bromo-2-deoxiuridina.
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DAB: diaminobenzidina
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DG: giro dentado

EGF: factor de crecimiento epidérmico.
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FGF-2: factor de crecimiento de fibroblastos — 2.
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SNC: sistema nervioso central.

SOD: superéxido dismutasa.

SVZ: zona subventricular de los ventriculos laterales.

THC: A-9- Tetrahidrocanabinol.

TUNEL: “terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end labelling”.

VEGE: factor de crecimiento del endotelio vascular.

16






En el presente proyecto se ha estudiado el efecto de dos drogas adictivas,
como son el tolueno y la cocaina, sobre la neurogénesis hipocampica. Los
experimentos disefiados para ambas drogas abordaron el estudio de la
neurogénesis, a través de la medida de proliferacion, supervivencia,
diferenciacion y migracion. Ademas de analizar el efecto ultraestructural
que ambas drogas causan sobre el giro dentado. De forma mas exhaustiva se
estudid el efecto producido por una administracion crénica del tolueno
durante el desarrollo, y por ultimo, el estudio de la afectacion de este

tratamiento sobre la memoria y el aprendizaje.

En los experimentos con cocaina, se estudid el efecto sobre la
proliferacion, supervivencia y maduracion, tras una exposicion a corto plazo
(8 dias) y largo plazo (24 dias) a la cocaina. Para ello, se realizd6 un
experimento de proliferacion, en el que se determind que tanto a los 8 dias
como a los 24 dias de tratamiento se producia una reduccion de la tasa de
proliferaciéon celular. En el segundo experimento, se determind que la
exposicion cronica a la cocaina no alteraba la supervivencia de las nuevas
células generadas. En el tercer experimento, se observd que el tratamiento
con cocaina no afectaba la amplitud de las arborizaciones dendriticas, ni
modificaba el desarrollo neuronal. Mediante el uso del microscopio
electronico se observd que no existian cambios en las diferentes

caracteristicas analizadas, relativas a la ultraestructura de los botones
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sinapticos de la proyeccion de las fibras musgosas del CA3 provenientes del

giro dentado hipocampico.

Los experimentos con tolueno se realizaron bajo dos protocolos de
administracion diferentes. En el primero, los animales inhalaron tolueno
durante 24 dias, mientras que en el segundo se estudid el efecto de una
exposicion cronica al tolueno durante 72 y los efectos en sus crias, que
fueron expuestas al tolueno durante su gestacion y en la etapa postnatal

temprana mediante la leche materna.

De estos experimentos con tolueno se pudo concluir que el solvente
induce estrés oxidativo en el cerebro del animal, que a su vez produce un
aumento de la muerte celular, y como respuesta se produce un aumento de la
supervivencia celular, de la maduracion, una activacion de la microglia, y
una astrogliosis reactiva. Ademas, el andlisis de la ultraestructura del giro
dentado de los animales expuestos al tolueno, mostrd la desorganizacion de
la capa granular, la modificacion de la morfologia de las células granulares,
y variaciones en su tamafio. Aunque no se encontraron diferencias en los

nichos neurogénicos entre animales control y los tratados con tolueno.

Como complemento a los andlisis hechos se realizaron estudios de
conducta, para el experimento de exposicion al tolueno durante 72 dias.
Estos estudios mostraron que no se producia una hiperactivacion en la
actividad locomotora tanto de las madres como de las crias expuestas al

tolueno. Ademads, se realizaron pruebas de reconocimiento de lugar y de
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objetos, que mostraron resultados diferentes para las madres y las crias. Las
ratas madres, expuestas al tolueno durante su etapa adulta,no mostraron
diferencias estadisticamente significativas, por lo que se puede concluir que
no vieron afectadas sus capacidades cognitivas ni de percepcion. En cambio,
en las crias expuestas al solvente durante su desarrollo, si que se vieron

afectadas ambas capacidades.

En conclusion, la cocaina y el tolueno bajo estos modelos de exposicion
y dosificacion empleados, tienen efectos evidentes sobre la neurogénesis en
el hipocampo, aunque serd necesario seguir investigando para conocer con
mayor detalle los efectos de ambas drogas sobre la neurogénesis y el

hipocampo.
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INTRODUCCION



1.1. ORIGEN DE LA NEUROGENESIS ADULTA

A principios del siglo XX, cientificos como Santiago Ramoén y Cajal
(Ramoén y Cajal, 1904), postulaban que el Sistema Nervioso Central era
incapaz de regenerarse en la vida postnatal. Cabe mencionar que, en este
tiempo, estas afirmaciones tenian sus fundamentos metodoldgicos en el
analisis histologico de tejidos mediante técnicas de tinciones argénticas o de
anilinas (Nissl), por lo que estas observaciones eran coherentes para su
época. La mayor parte de los investigadores de principio de siglo pasado,
describian las neuronas como células con arborizaciones dendriticas, pero si
en el andlisis de su morfologia se evidenciaban alteraciones en su tamafio
(eran células pequefias), se las consideraban como células indiferenciadas o,
si existia alguna duda, se clasificaban directamente como artefactos de la

preparacion histologica.

Los primeros datos sobre neurogénesis adulta en mamiferos, proceden de
investigaciones que se realizaron hace mas de tres décadas en roedores,
donde se demostré la existencia de dos zonas diferenciadas donde las
c€lulas se dividian y producian neuronas (Altman, 1962, 1969). Pero esta
idea no fue aceptada hasta los 90s, reconociéndose la existencia de células
con capacidad de originar diferentes estirpes de células nerviosas (Reynolds

etal., 1992, Doetsch, 2002).

23



1.2. NEUROGENESIS ADULTA Y ZONAS
NEUROGENICAS

Actualmente podemos definir la neurogénesis adulta como un proceso de
generacion de neuronas funcionales a partir de las células progenitoras,
incluyendo la proliferacion y diferenciacion neuronal especifica de los
progenitores neuronales, ademés de la maduracion e integracion funcional

de las neuronas en sus circuitos (Ming y Song, 2005).

Durante la evolucidon, la tasa de neurogénesis en el cerebro adulto ha
disminuido, mientras que se ha incrementado la complejidad cerebral. Asi,
los vertebrados inferiores pueden regenerar tejidos y/o regiones enteras del
cerebro, mientras que en los vertebrados superiores, esta regeneracion esta
confinada a pocas zonas cerebrales (Kempermann et al., 2004). La
neurogénesis adulta ha sido descrita en diferentes vertebrados, como peces
(Zupanc y Horschke, 1995), reptiles (Lopez-Garcia, 1988; Pérez—Caiiellas,
1996), pajaros (Barnea y Nottebohm, 1994; Alvarez-Buylla et al., 1998),
roedores (Altman y Das, 1965), primates (Gould et al., 1997; Pencea et al.,
2001; Mirescu y Gould, 2004; Kempermann et al., 2004) e incluso en
humanos (Eriksson, 1998).

Las regiones a las que llamamos neurogénicas dentro del cerebro, lo son
porque implican dos condiciones: en primer lugar, la presencia de células
precursoras inmaduras a partir de las cuales pueden desarrollarse nuevas

neuronas; y en segundo lugar, un microambiente que sea permisivo para que
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el proceso de neurogénesis tenga lugar. Hasta el momento, en el cerebro de
los mamiferos adultos se han descrito principalmente dos zonas
responsables de la neurogénesis que son: los bulbos olfatorios y el
hipocampo. Resulta interesante destacar que no siempre existe correlacion
topografica entre la existencia de células madre y la aparicion de nuevas
neuronas. Asi, mientras en el hipocampo las células madre y las nuevas
neuronas coexisten, en la otra region, el bulbo olfatorio, las nuevas neuronas
proceden de la zona que rodea los ventriculos laterales, denominada zona
subventricular (SVZ) (Lois et al., 1994), concretamente en la pared lateral
del ventriculo. Desde esta region, las nuevas células tienen que migrar hasta
alcanzar el bulbo olfatorio, constituyendo el camino migratorio rostral
(RMS, del inglés Rostral Migratory Stream), que en ratones tiene entre 5 y 6
milimetros de recorrido (Lois et al., 1994) y una vez situadas en ¢l bulbo
olfatorio se diferencian a neuronas. Actualmente, también sabemos que
existe una migracion hacia el cuerpo calloso, donde preferentemente se

diferencian en oligodendrocitos (Menn et al., 2006).
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1.2.1. LA ZONA SUBVENTRICULAR (SVZ):

A partir de estudios de microscopia electronica, reconstrucciones
celulares y diversos marcadores moleculares, se ha establecido Ila
organizacion precisa de la SVZ en roedores (Doetsch et al., 2002), como el
primer paso para la identificacion de la célula madre (Fig. 1). De este modo,
se han encontrado cuatro tipos celulares (Doetsch, 1997; Alvarez-Buylla y

Lim, 2004) que son los siguientes:

- Las células A (Migradoras): son las neuronas inmaduras
(neuroblastos). Poseen un proceso apical largo en un extremo y otro
generalmente corto, en el polo opuesto. Estas células son incapaces de auto-
renovarse. Suelen aparecer en grupos o rosetas de células formando cadenas,
separadas por espacios extracelulares para facilitar la movilidad. También se
expresan marcadores especificos como PSA-NCAM (“Polysialated Neural
Cell Adhesion Molecule™), Tuj-1 (beta tubulina III) y asi como el factor de

transcripcion DIx-2.

- Las células B  (Astrocitos): correspondientes a las células
precursoras primarias (o células madres), poseen un gran capacidad para
dividirse que les permite formar neuroesferas in vitro. Al dividirse, pueden
dar lugar a otra célula igual a la madre o generar unas células transitorias
con clevada tasa de division, llamadas células C. Los astrocitos son
positivos para marcadores de proteinas de filamentos intermedios:
vimentina, nestina y GFAP (proteina de la glia fibrilar acidica). En la

actualidad las células B se dividen en dos subtipos:
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« Astrocitos tipo B1l: que contactan con la cavidad ventricular mediante un

cilio corto y rectilineo, llamado cilio primario, que se extiende a través de
otro tipo celular, las células tipo E, para contactar con el lumen del
ventriculo.

« Astrocitos tipo B2: no contactan con la cavidad ventricular.

- Las células C (Precursores): son las células precursoras ya que se
dividen de forma répida y transitoria, dando lugar a células de tipo A
(Fig.1), y se caracterizan por ser el tipo celular con mayor tasa proliferativa
de la SVZ. Se encuentran formando grupos de dos o tres células adheridas a
las cadenas de células de tipo A. Son también positivas para el factor de
transcripcion DIx-2 como las células tipo A, pero se diferencian de ellas por

ser negativas para el marcador PSA-NCAM.

- Las células E (Ependimarias): no se han observado procesos
mitdticos en ellas, pero poseen un papel importante en los nichos
neurogénicos y en la migracion de las nuevas neuronas al bulbo olfatorio.
Inmunohistoquimicamente, este tipo de células son positivas para

vimentina, S-100 y CD-24. Pueden describirse dos tipos diferentes:

o Células Ependimarias E1: estas células poseen muchos cilios y
microvellosidades (Mirzadeh et al., 2008).

. Células Ependimarias E2 (células biciliadas): su caracteristica mas

distintiva son sus largos cuerpos basales, ademas poseen Unicamente dos

cilios, parcialmente invaginados (Mirzadeh et al., 2008).
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Capitulo-1 Introduccion

( B— C —mm A

Astrocitos Precursores Migradoras
Intermediarios

Figura 1. Neurogénesis adulta en la SVZ. (4) Seccion
coronal de cerebro de roedor adulto. Se marca el ventriculo
lateral y la parte que se amplia. (B) Arquitectura de la SVZ, las
células B (verdes), son los astrocitos, los de tipo B1 estan en
contacto con la cavidad ventricular, mientras que los astrocitos
tipo B2 no contactan con esta cavidad. Las células C (rojas),
de division rapida. Y las células A (naranja), que corresponden
a los neuroblastos migradores al BO. Por ultimo, las células
moradas son las ependimarias. (Imagen tomada de Quifiones-
Hinojosa et al., 2006) (C) Estirpe celular de la SVZ (Alvarez-
Buylla y Lim, 2004).
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1.2.2. LA FORMACION HIPOCAMPICA:

1.2.2.1. ORGANIZACION DE LA FORMACION HIPOCAMPICA:

La formacion hipocampica comprende seis regiones distinguibles
citoarquitectonicamente, conectadas de forma unidireccional: el hipocampo,
formado por el hipocampo propio y el giro dentado (separados por la fisura
hipocampica); el complejo subicular, formado por el presubiculum, el
subiculum y el parasubiculum; y la corteza entorrinal (Amaral y Witter,
1989).

El giro dentado estd formado por una capa de somas pequefios
densamente empaquetados en columnas, stratum granulare (donde residen
las células granulares, Gr) (Fig.2). Estas neuronas son de naturaleza
glutamatérgica y poseen axones basales denominados fibras musgosas. En
la capa mas cercana a la fisura hipocampica, stratum moleculare o capa
molecular (Mol) (Fig.2), se localizan las prolongaciones dendriticas apicales
de las neuronas granulares, algunas interneuronas y células gliales. La capa
mas profunda del giro dentado, designada hilus, se caracteriza por su
naturaleza polimoérfica, compuesta por una gran variedad de tipos celulares
(Amaral, 1978; Amaral y Witer, 1989). Entre el stratum granulare y el hilus
se pueda distinguir una fina capa, la capa subgranular, compuesta por
precursores neurales que poseen actividad proliferativa durante la vida
adulta (Altman y Das, 1965; Kaplan y Bell, 1984; Altman y Bayer, 1990;
Seri et al., 2001).

29



El hipocampo propio o cuerno de Amoén esta dividido en tres areas:
CA1 (Cuerno de Amon 1), CA2 (Cuerno de Amén 2) y CA3 (Cuerno de
Amon 3). La zona mas distal, designada CAl, se caracteriza por estar
formada por células piramidales pequefias, mientras la zona mas proximal,
formada por la CA2 y CA3, es rica en cé€lulas piramidales de mayor tamafio.
Las distintas areas estan estratificadas (Fig.2). Asi, en la capa mas interna
encontramos un estrato rico en fibras, el alveus o sustancia blanca. Luego,
encontramos una capa estrecha, el stratum oriens (Or), formada
esencialmente por las dendritas basales de las células piramidales, que
conforman el stratum piramidale (Py), de naturaleza glutamatérgica. A
continuacion, encontramos el stratum radiatum (Rad), formado por las
dendritas apicales de las neuronas piramidales. En la parte mas exterior
(cercana a la fisura hipocampica) encontramos el stratum lacunosum
moleculare (LMol), que contiene las ramificaciones mas distales de las
dendritas apicales de las neuronas piramidales. Unicamente en el area CA3,
entre los stratums piramidale y radiatum, es posible encontrar un estrecho
estrato acelular, formado por las dendritas apicales de las piramidales de
CA3 y en el cudl se establecen conexiones con las fibras musgosas

procedentes del giro dentado, el stratum lucidem (SLu) (Fig.2).

La corteza entorrinal se encuentra dividida en seis capas corticales bien
definidas. Las capas II y III estan densamente pobladas por pequefias células
que envian sus axones hacia el hipocampo. Las capas V y VI estan formadas
por neuronas grandes que envian sus proyecciones fuera de la formacion

hipocampica. Las capas I y IV son acelulares.
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Figura 2. Microfotografia de una seccién cerebral del hipocampo de ratén,
teitido por la doble tincion de Timm-Nissl. En las regiones CA1-CA3 se
identifican una serie de estratos celulares y fibrosos: oriens (Or), piramidal
(Py), radiatum (Rad) y lacunosum moleculare (LMol). Unicamente, en la CA3,
hay otra capa denominada stratum lucidem (SLu). En el giro dentado, justo por
debajo de la fisura hipocampica (hif), vemos la capa molecular (Mol), y hacia
el interior la capa de células granulares (Gr), seguida de la capa polimorfa (Po).
fi, fimbria; cc, corpus callosum. (figura extraida de Amaral y Witter, 1989).

1.2.2.2. CONEXIONES Y FUNCIONALIDAD:

La formacion hipocampica posee un circuito trisinaptico excitador que
se inicia en la via perforante de la corteza entorrinal, cuyas proyecciones
contactan con las células granulares del giro dentado. Estas envian sus

axones (fibras musgosas) hacia las neuronas piramidales de la CA3,
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atravesando el hilus (Amaral, 1978; Chicurel y Harris, 1992) (Fig.3), y
estas otras, a su vez, envian sus axones hacia las neuronas piramidales de la
CA1, mediante los colaterales de Schaffer (SC), como puede observarse en
la Fig.3. La principal conexion externa de la formacion hipocampica se
establece con el septum. Las células granulares del giro dentado no
proyectan hacia fuera de la formacion hipocdmpica, sin embargo reciben
axones provenientes del hipotalamo (Swanson, 1977; Vertes, 1992). Las
neuronas de la CA3 envian sus axones fuera de la formacion hipocampica
unicamente a la region septal (Amaral y Witter, 1995). Por el contrario, las
neuronas de la CA1 poseen proyecciones mayoritariamente hacia la region
septal, pero también hacia la corteza frontal, retrosplenial y perirrinal, asi
como hacia el bulbo olfatorio, la amigdala y el hipotalamo (Jay et al., 1989;
Van Groen y Wyss, 1990).

Estudios relacionados con las proyecciones axonales de las células
granulares a la CA3, las fibras musgosas, muestran un orden topografico en
estas proyecciones, es decir, la emision de las proyecciones axonales de las
células granulares estd dirigida a una localizacién concreta del area CA3
(Hastings et al., 2001). Sin embargo, las neuronas granulares laterales y
superficiales, habiendo sido éstas formadas durante etapas tempranas en el
desarrollo, envian proyecciones mas divergentes a la CA3 que las
proyecciones emitidas por las neuronas formadas durante etapas mas tardias
del desarrollo. Aunque la competicion sinaptica se cree que juega un papel
determinante en la divergencia de la emision de las fibras musgosas

(Blackstad et al., 1970, Gaarskjaer, 1978), los mecanismos topograficos que
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determinan esta divergencia, asi como su explicacion funcional, permanecen
desconocidos. De este modo, se propone que cada region concreta de la capa
granular del DG podria estar destinada a una funcidon hipocampica concreta,
y por tanto, emitiria su proyeccion axonal a una localizacion especifica de

la CA3 (Hastings et al., 2001).
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Capitulo-1 Introduccion

Figura 3. Conexiones hipocampicas. El hipocampo tiene una red de
conexiones principalmente uni-direccional, con una conexion de entrada
desde la corteza Entorrinal (EC) que conecta con el Giro Dentado (DG) y
hacia CA3 por la via perforante (PP). Las neuronas piramidales de la CA3
reciben la conexion del DG por la via de las Fibras Musgosas (MF). Ellas a
su vez emiten sus axones a las células de la CAl por la via Colateral de
Schaffer, del mismo modo que las células de la CAl emiten hacia el
hipocampo contralateral por la via Comisural Asociativa. Las células
piramidales de la CAl reciben una conexion directa por la via Perforante y
mandan sus axones al Subiculum (Sb). Estas neuronas devuelven la
informacion hipocampal de nuevo a la EC, cerrando de esta forma el ciclo
de informacion (Figura tomada de MRC “Centre for Synaptic Plasticity,
School of Medical Sciences, Department of Anatomy, University Walk,
Bristol”).
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1.2.2.3. TIPOS CELULARES:

En el DG, la poblacion de células precursoras reside en la capa SGZ
(zona subgranular). La progenie de estas cé€lulas en continua division migra
distancias cortas hasta la capa granular (Fig.4). Una vez situadas en esta
capa, estas células emiten las dendrtas hacia la capa molecular, hasta
contactar con las células granulares alli presentes con anterioridad, ademas
de emitir su ax6én a lo largo de las fibras musgosas que van a contactar con
la regiéon CA3 del hipocampo. Después de un corto plazo de tiempo, estés
células estdn completamente integradas y son funcionales, por lo que no

podran diferenciarse de las que residian con anterioridad.

Se observan tres tipos celulares diferentes, la organizacion de los
diferentes tipos celulares puede observarse en la Fig. 4. De este modo, en el

DG, aparecen los siguientes tipos celulares:

- Las células tipo B (astrocitos): denominadas como las células madre
neuronales y con capacidad de autorenovarse. Su morfologia es parecida a la
de las células de la glia radial, poseen un soma triangular con un proceso
apical que alcanza la capa de células granulares (Seri et al., 2001). Pueden

diferenciarse dos tipos de astrocitos basados en su orientacion en la SGZ:

o Astrocitos radiales (rAs): poseen un cuerpo celular grande, con forma

redondeada, poligonal o triangular, con una fina ldmina basal orientada
tangencialmente a lo largo de la SGZ y una prolongacion radial que crece

profundamente en la capa molecular. Este tipo de astrocitos poseen mas
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organulos, poliribosomas y brillantes mitocondrias que el otro subtipo

astrocitico (Seri et al., 2004).

« Astrocitos horizontales (hAs): no poseen proyeccion radial pero extienden

su arborizacion en paralelo a la capa SGZ y unas ramificaciones secundarias
hacia el hilus y la capa granular. Su cuerpo celular es alargado (Seri et al.,

2004).

Ambos subtipos astrociticos son positivos para el marcador de astrocitos
maduros GFAP, para el marcador de astrocitos inmaduros vimentina, y para
la proteina musashi que se une al RNA especifico de astrocitos (Sakakibara
y Okano, 1997). Ademas existen marcadores especificos de cada subtipo,
asi los rAs son positivos para la nestina y los hAs para la proteina S-1003 de

union a calcio (Seri et al., 2004).

- Las células tipo D: son los precursores intermediarios en la formacion
de las nuevas neuronas granulares, y provienen de la division de las células
As (Fig.4). Las células D aparecen, generalmente, formando grupos de dos a

cuatro células del mismo tipo.

Pueden diferenciarse tres subtipos diferentes de células D segun su

ultraestructura y morfologia:

« Células D;. son células pequefias con forma redondeada, ovoide o de gota

invertida. Generalmente no tienen prolongaciones en el plano de la SGZ.
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o Celulas Djy: posee una prolongacion corta, a veces bifurcada. Se
diferencian tres clases de células tipo D, segin la orientacion de su
proyeccion respecto a la capa granular: las células D,v, con su proyeccion
orientada verticalmente, las de tipo D;h, cuya proyeccion es horizontal, es
decir, paralela a la capa granular, y por ultimo, las células D,i, con la

prolongacion invertida respecto a la capa granular, apuntando hacia el hilus.

« Células D3: poseen una arborizacion prominente, con una prolongacion
radial que se extiende a través de GCL hacia la capa molecular (ML), y unas

finas proyecciones hacia el hilus.

Estas células, renombradas por algunos autores como células
progenitoras neuronales amplificadoras (Encinas et al., 2006, Balu et al.,
2008), con frecuencia se marcan con BrdU, mostrando su actividad mitotica.
De este modo, pueden observarse células marcadas con BrdU, agrupadas a
lo largo de la capa SGZ, e incluso, algunos grupos de estas células se
encuentran separadas de las células madre que las han originado tras la

mitosis (Encinas et al., 2006).

Las células D son positivas para PSA-NCAM (Rao y Shetty, 2004),
Doblecortina (DCX) (Encinas y Enikolopov, 2008), la proteina implicada en
el crecimiento axonal TUC-4 (de la familia de proteinas
“TOAD/Ulip/CRMP”), para el factor de transcripcion de la diferenciacion

neuronal Neuro-D y por ultimo para el gen homeobox Prox -1 que se
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expresa en las células granulares del DG en el cerebro postnatal (Seri et al.,

2004).

- Las células tipo G (Neuronas Granulares): estas nuevas neuronas se
sittan en el borde entre SGZ-GCL. Su soma es redondeado, con una
arborizacion dendritica que crece hacia la capa molecular y su axén se
prolonga hasta hacer sinapsis con las células de la region CA3 del Cuerno

de Amon.

Estas células G poseen las caracteristicas de las neuronas maduras, por
tanto raramente se dividen (Kronenberg et al., 2003), eléctricamente activas
y capaces de descargar potenciales de accion en respuesta a descargas
sinapticas, y de recibir descargas sindpticas tanto inhibitorias como
excitatorias. Ademas son capaces de liberar neurotransmisores en respuesta
a los potenciales de accion (Song et al., 2002). Inmunohistoquimicamente
este tipo celular es positivo para marcadores como NeuN, Neuro-D y el gen

Prox-1(*“protein-coding prospero homebox-1").
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Astrocitos Precursores Neuronas
Intermediarios Granulares

Figura 4. Neurogénesis adulta en la SGZ. (4) Seccion coronal d¢
cerebro de roedor adulto, donde se destaca el Hipocampo y se muestra un
ampliacion de las capas que pueden observarse en el giro dentado (DG
(B) Ampliacion de la capa SGZ del DG, donde se muestra la arquitectur
de la SGZ. Las células azules corresponden a las células tipo B
astrocitos (As, B), que al dividirse dan lugar a las células progenitoras I
(verdes), que maduran dando lugar a nuevas células granulares G (rojas’
(C) Estirpe celular de la SGZ (Imagen tomada de Seri et al., 2004).

39



1.3. PROLIFERACION

En el proceso de neurogénesis pueden diferenciarse varias etapas: la
primera seria la proliferacion a partir de células progenitoras (citogénesis),
en segundo lugar acontece la diferenciacion o maduracion de las células
nacidas a neuronas, proceso que puede ocurrir de forma paralela a su

migracion, y por ultimo, su integracion funcional en circuitos neuronales.

La neurogénesis implica proliferacion y diferenciacion, que se traduce en
la re-entrada y salida de neuroblastos en el ciclo celular. En este sentido,
existe un incremento en el niumero de neuroblastos que salen del ciclo
celular y se diferencian durante el desarrollo (Caviness et al., 2000). La
diferenciacion neuronal es un proceso clave, estrechamente vinculada con el
ciclo celular, ya que las cé€lulas que salen de éste en fases tempranas,
exhiben unas determinadas caracteristicas, mientras que las que salen en las
fases tardias exhiben otras (Ohnuma y Harris, 2003). Por ello, debe existir

una precisa coordinacion entre el ciclo celular y la diferenciacion neuronal.

En este trabajo se ha utilizado como marcador de proliferacion el BrdU

(5°-bromo-2-deoxiuridina), para la fase S del ciclo celular. Este marcador

exogeno se intercala entre las bases nitrogenadas del DNA mientras la
célula se estd dividiendo. Uno de los problemas que muestra este tipo de
marcadores exdgenos, es que deben ser inyectados en el animal, y esto
puede alterar la division o la diferenciacion de las células a estudiar, e

incluso, con el uso de drogas la barrera hematoencefalica puede verse
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alterada y por tanto, la cantidad de dosis que llegaria a las células estaria
modificada (Cameron y McKay, 2001; Kee et al., 2002). La sensibilidad del
BrdU depende de la dosis inyectada y de la técnica inmunohistoquimica

para detectar el anticuerpo (Cameron y McKay, 2001).

Al contrario que con los marcadores enddgenos como el Ki-67 o el
antigeno nuclear de células proliferativas (PCNA), el BrdU identifica a las
c€lulas en el momento de la inyeccidon, no cuando se obtiene el tejido. Esta
diferencia fundamental nos permite marcar las células y analizarlas tiempo
después, cuando la célula marcada durante la division ya esta diferenciada y
madura a neurona. Esta caracteristica ofrece una clara ventaja al
experimentador, puesto que puede controlar el momento en el que se efectue
el marcaje de la célula en proliferacion y el tiempo que desea prolongar
hasta su andlisis, en cambio, un marcador endogeno detectable por
inmunohistoquimica, Unicamente permite visualizar las células que se estan

dividiendo en el instante del analisis.

Para reforzar los resultados obtenidos con el BrdU, se usan marcadores
endogenos, como el Ki-67, encargado de marcar la expresion de esta
proteina durante todas las fases del ciclo celular activas: G tardia, S, G, y
M, excepto en la fase Gy y la G; temprana (Kee et al., 2002). Ki-67 es el
nombre del clon original del anticuerpo que identifica a la proteina asociada
al ciclo celular (mKi67) codificada en ratones en el cromosoma 7. Es una
proteina que aparece de forma esencial durante la progresion del ciclo

celular (Starborg et al., 1996; Endl et al., 2001).
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1.4. MIGRACION NEURONAL

La correcta posicion de las neuronas es un pre-requisito para su
integracion funcional en las tareas neuronales. En el DG, las neuronas
inmaduras migran una corta distancia desde la capa subgranular a la capa
granular (Ming y Song, 2005). Esta incorporacion de neuronas en la capa
granular se produce durante el desarrollo de manera ordenada, de modo que
las células mas jovenes van ocupando regiones mas profundas de esta capa.
La incorporacion de las células granulares resulta en una estratificacion
respecto al eje lateromedial, en la que las neuronas mas maduras, producidas
durante el desarrollo, se sitiian lateralmente en relacion a la posicion de las

neuronas jovenes (Bayer, 1983).
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1.5. DIFERENCIACION E INTEGRACION

La diferenciacion neural ocurre simultaneamente con la migracion
celular. Las células postmitoticas en migracion, empiezan a desarrollar
proyecciones que se extienden hacia las regiones donde establecerdn su
posicion final (Auladell et al., 1995). Las nuevas neuronas, una vez
posicionadas en la capa granular, emiten su proyeccion axonal a lo largo de
las fibras musgosas para dar su input a las células piramidales de la zona
CA3, aproximadamente después de 4 y 10 dias de su division (Hastings y
Gould, 1999). Las dendritas de estas nuevas neuronas crecen en la direccion
opuesta a los axones, emitiéndose a la capa molecular tras dos semanas, y

permanecen creciendo durante meses (van Praag et al., 2002).

Los mecanismos de diferenciacion y crecimiento axonal no estdn aln
bien dilucidados, ya que en los mecanismos de diferenciacion pueden estar
implicadas una gran cantidad de proteinas diferentes. Algunos estudios
muestran que la supervivencia de las nuevas células nacidas, esta regulada
por la actividad de su propio receptor de glutamato tipo NMDA (N-metil-D-
aspartato), durante un corto periodo tras su nacimiento (Tashiro et al.,
20006), sugiriendo que la supervivencia de las nuevas neuronas y su posterior
integracion estan reguladas por sefiales internas. De hecho, en la
diferenciacion neuronal se ha descrito que los neuropéptidos (somatostatina,
colecistoquinina, VIP o la sustancia P), los componentes de la matriz
extracelular (laminina, fibronectina y colageno), los factores troficos (NGF,

EGF, FGF, IGF,...), los neurotransmisores (serotonina, dopamina o
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acetilcolina) y las interacciones con las células gliales, pueden estar
estrechamente vinculados con los fendmenos de elongacién axodnica,
migracion celular e interconexion celular (Vernadakis y Mangoura, 1988;

Ivins y Pittman, 1989; Hatten y Mason, 1990).

Durante la diferenciacion en el hipocampo, las células de amplificacion
transitoria se convierten en neuronas inmaduras (Ming y Song, 2005).
Posteriormente, éstas extienden sus proyecciones axonales a lo largo de las
fibras musgosas hacia la capa CA3, y envian sus dendritas en la direccion
opuesta hacia la capa molecular. (Ming y Song, 2005). Cuando se produce
la integracion funcional, las nuevas neuronas granulares reciben sefiales de
entrada desde el cortex entorrinal, y las envian a la CA3 y al hilus. (Ming y

Song, 2005).

La doblecortina (DCX) es uno de los marcadores mas empleados para
estudiar tanto la migracion celular como la maduracion, ha sido la
doblecortina, se trata de una fosfoproteina asociada al citoesqueleto de
microtibulos, cuya expresion estd ligada al  crecimiento axonal,
sinaptogénesis (Nacher et al., 2001), procesos de extension dendritica
(Schaar et al., 2004) y al crecimiento de los conos neuronales (Friocourt et
al., 2003). Este marcador se utiliza para definir ¢l estadio del desarrollo en
el que se encuentran las neuronas, puesto que permite visualizar la
morfologia de la arborizacion dendritica de cada célula marcada. Una
clasificacion de los estadios del desarrollo neuronal a partir del crecimiento

dendritico marcado con DCX pueden observarse en la Fig.5.
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Figura 5. Estadios del crecimiento dendritico. Se muestra el desarrollo del
axon y el crecimiento dendritico, siguiendo una clasificacion temporal,
definida por los autores basada en las observaciones hechas a partir del
marcador DCX. Etapa A (0-3 dias): polarizacion, migracion y crecimiento
axonal y dendritico; Etapa B1 (3-11 dias): crecimiento axonal y dendritico
principalmente; Etapa B2 (12-16 dias): entrada de los axones a CA3; Etapa C
(a partir del dia 16): crecimiento de las espinas; Etapa D (a partir del dia 56):
modificacion estructural de las espinas. (Las flechas a lo largo del DG, indican
desplazamiento temporal y no espacial) (Imagen de Zhao et al., 2006).
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Aunque no estd bien caracterizado, es posible trazar el proceso de
maduracion de las células recién formadas en el DG, mediante la expresion
diferencial de marcadores moleculares. De esta manera, la B-tubulina-III,
marcara un estadio posterior de maduracion al observado en las células que
expresen DCX, o el marcador tipico de neuronas completamente maduras
como es el NeuN, que junto con los marcadores de proliferacion nos
permitiran caracterizar la poblacion celular existente, diferenciando entre
células en proliferacion, las que estén en maduracion y aquellas que ya han
madurado (Fig. 6). Del mismo modo se podran diferenciar las neuronas de

las células de la glia donde estos marcadores no se expresan.

El marcador B-tubulina-IIl es un isoforma de la tubulina, una de las
principales estructuras del citoesqueleto. Concretamente la clase beta-III
marca la “minoria neuronal”, isoforma asociado a las neuronas del sistema

nervioso central y sistema nervioso periférico.

El marcador mas utilizado para identificar neuronas es el NeuN, que se
restringe a neuronas postmitoticas (Fig. 6). Pero unas pocas células de la
poblacion neuronal que incluye las células de Purkinje cereberales, las
c¢lulas mitrales del BO y una poblacion de neuronas en el ntcleo coclear,
son negativas para NeuN. El nombre del marcador NeuN proviene de
“neuronal nuclei”, es decir, nucleo neuronal, puesto que la expresion se
localiza principalmente en el nicleo, aunque ocasionalmente también marca
la zona cercana a éste y algunas neuritas. Se ha observado que el NeuN

puede unirse al ADN, lo que sugiere que se trate de un factor de
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transcripcion que se activa cuando ha terminado la diferenciacion (Mullen et

al., 1992; Sanat et al., 1998).

Para completar el estudio, se ha empleado un marcador de células gliales,
el GFAP (proteina de la glia fibrilar acidica), es un miembro de la familia de
las proteinas de filamentos intermediarios tipo III. Se expresa de forma

especifica en los astrocitos (Fig. 6).
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Figura 6. Fases de la neurogénesis y marcadores. Se muestran las
fases que siguen las células presentes en el hipocampo durante la
neurogénesis. En la fase 1 - proliferacion: las células madre (de color
azul) con sus cuerpos celulares situados en la capa subgranular del giro
dentado emiten sus procesos radiales hacia la capa granular y sus cortos
procesos tangenciales se extienden hacia la capa granular y el hilus.
Estas células dan lugar a las células amplificadoras transitorias (verde
intenso). En la fase 2 — diferenciacion: paso en el cual las células
amplificadoras se diferencian a neuronas inmaduras (verdes). En la fase
3 — migracion: las células inmaduras migran una corta distancia hacia la
capa granular. En la fase 4 — emision del axén y las dendritas: las
neuronas inmaduras (naranja) extienden sus proyecciones axonales
hacia la via de las fibras musgosas a las células piramidales de la zona
CA3.Ademas emiten sus dendritas en direccion opuesta, hacia la capa
molecular. Por ultimo, en la fase — 5: Integracion sindptica: las nuevas
neuronas granulares (rojas) reciben sefiales de entrada de la corteza
entorrinal y manden sefiales de salida hacia las zonas del CA3 y el
hilus. Las caracteristicas especificas de cada fase se resumen la parte
inferior de la figura. Tanto los marcadores histologicos, como las
propiedades eléctricas de las membranas en cada fase e incluso los
mecanismos moleculares que se potencian en cada etapa. DG: region
del giro dentado, ML: capa molecular; GL: capa granular (Imagen
tomada de Ming y Song, 2005).
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1.6. REGULACION DE LA NEUROGENESIS EN EL
CEREBRO ADULTO

La neurogénesis adulta es un proceso extremadamente dinamico (Duman
et al., 2001, Kemperrmann, 2002), que puede ser regulado tanto por factores
intrinsecos como extrinsecos que afectan a la proliferacion, supervivencia,

maduracion e integracion funcional de las neuronas.

La neurogénesis no es un proceso bioldgico estatico, ya que su tasa es
variable y es altamente dependiente de los cambios del entorno
neuroquimico y ambiental (Peterson, 2002). Estudios recientes han
demostrado que la actividad fisica, los ambientes enriquecidos, la restriccion
caldrica y la modulaciéon de la actividad neural, asi como los factores
hormonales, los esteroides ovaricos y los estrogenos enddgenos, actiian
como reguladores positivos de la neurogénesis (Van Praag et al., 1999;
Banasr et al., 2001; Mirescu y Gould, 2004; Tanapat et al., 2005). Por el
contrario, los animales que viven en condiciones de estrés o de aislamiento,
presentan una baja tasa de neurogénesis en el giro dentado, incluso una

profunda inhibicioén (Gould et al., 1997; Tanapat et al., 2001).

La generacion de células madre y la diferenciacion de las células
precursoras son procesos regulados por el microambiente o nicho especifico,

en el que estas células residen (Alvarez-Buylla y Lim, 2004).
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A continuacion se detallan algunos de los factores que pueden alterar la
neurogénesis, Unicamente se explican aquellos que se consideran relevantes

en la regulacion de la neurogénesis por drogas.

1.6.1. NEUROTRANSMISORES Y NEUROMODULADORES

1.6.1.1. GLUTAMATO

La via de sefializacion a través de glutamato es activada a través de tres
tipos de receptores ionotrdpicos: el receptor de NMDA, el receptor de acido
kainico (KA) y el receptor AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-

metilisoxazolpropionato™) (Balu et al., 2008).

Tras destruir la via perforante (principal aferencia glutamatérgica al DG),
se observa un aumento de la proliferacion, por lo que se deduce que el
glutamato produce una inhibicion de la divisiéon celular bajo éstas
condiciones, mediado por la activacion de receptores de NMDA (Bursztajn

etal., 2007).

Sin embargo, también se han identificado situaciones bajo las que el
glutamato produce un aumento de la proliferacion, mediada por la

activacion de receptores AMPA (Bai et al., 2003). Del mismo modo, la
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estimulacion de los receptores KA produce un aumento en la neurogenesis

hipocampica (Parent et al., 1997; Jessberger et al., 2007).
1.6.1.2. DOPAMINA

Las fibras dopaminérgicas procedentes del area tegmental ventral inervan
la SGZ. La destruccién selectiva de estas fibras provoca un descenso de la
proliferacion celular, que se correlaciona con una disminucion de células

marcadas con PCNA en la capa SGZ (Hoglinger et al., 2004).

Otros estudios que nos permiten esclarecer como la dopamina contribuye
a la regulacion de la neurogénesis son aquellos en los que se administran
agonistas o antagonistas de los diferentes tipos de receptores
dopaminérgicos. Asi pues, tras la administracion de un antagonista del
receptor D2 no se observa ningtn efecto sobre la proliferacion (Malbreg et
al., 2000). Y la administracion de un agonista del receptor D3 aumenta la
neurogenesis en la SVZ y el estriado (Van Kampen y Robertson 2004), asi
como en la sustancia nigra (Van Kampen y Robertson, 2004), pero este

receptor no participa en la regulacion de la neurogénesis en el hipocampo.
1.6.1.3. SEROTONINA

Los terminales serotonérgicos provenientes de la zona dorsal y medial
del nucleo del rafe inervan a diversas estructuras cerebrales, entre ellas el
hilus, la capa molecular y la capa SGZ del giro dentado del hipocampo

(Oleskevich et al., 1991).
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Algunas investigaciones demuestran que la serotonina produce un
aumento de la proliferacion en el DG y SVZ adultos, de este modo si se
inhibe la sintesis de 5-HT (serotonina) mediante el inhibidor
paraclorofenilalanina (PCPA) (Banasr et al., 2001), o lesionando de manera
selectiva las neuronas serotonérgicas del ntcleo del rafe (Brezun y Daszuta,
1999), se produce una disminucion de células BrdU+ y PSA-NCAM en el

DG y SVZ, por lo tanto, disminuyen las células inmaduras del hipocampo.

En la regulacion de serotonina pueden participar 15 receptores de
serotonina, aunque los mecanismos concretos siguen sin estar del todo
dilucidados. De este modo, se sabe que la activacion del receptor 5 — HT 4,
afecta a la neurogenesis en la zona del DG mediante mecanismos indirectos
(Sahay y Hen, 2007). También se ha demostrado que la administracién de
un antagonista del receptor 5 — HT,s, produce la disminucién de la
proliferacion de las células hipocampicas (Banasr et al., 2004). En cambio el
receptor 5 — HT4 aumenta la proliferacion celular en el hipocampo de las

ratas tratadas con su agonista (Lucas et al., 2007).

El papel de la serotonina en la regulaciéon neurogénica es complejo, no
solo depende del subtipo de receptor expresado, sino que ademas participa
el estado del organismo, puesto que la serotonina puede inducir factores
troficos y neurotrofinas que a su vez afecten a la regulacion neurogénica

(Duman y Monteggia, 2006).
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1.6.1.4. GABA (ACIDO y-AMINOBUTIRICO)

El GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio en el cerebro,
puesto que las proyecciones gabaérgicas inhibitorias son una red local de
interneuronas inhibitorias. E1 DG posee diferentes clases de interneuronas
(Freund y Buzsaki, 1996), que modulan la actividad de las células
granulares y controlan el nivel de GABA en el ambiente de la SGZ (Ge et
al., 2006). Algunos estudios con GABA muestran que la aplicacion de este
neurotransmisor produce un aumento de la expresion del factor de
transcripcion NeuroD, que facilita la diferenciacion neuronal (Tozuka et al.,
2005). En cambio, otro estudio muestra que una inactivacion parcial del
receptor GABA produce una reduccion en la supervivencia celular, aunque

la proliferacion no se ve afectada.

El mecanismo mediante el cudl este neurotransmisor regula Ila
proliferacion, diferenciacion o supervivencia del hipocampo sigue sin
esclarecerse. Existen algunas evidencias que muestran que la activacion de
GABA es necesaria para la integracion sinaptica de las células granulares en

el hipocampo (Ge et al., 20006).
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1.6.1.5. OXIDO NITRICO (NO)

El 6xido nitrico es un radical libre sintetizado durante la conversion de
L-arginina a la citrulina mediante la 6xido-nitrico sintetasa (NOS), que
actla como neurotransmisor / neuromodulador en el sistema nervioso
central (SNC) (Snyder y Ferris, 2000). Pueden encontrarse tres isoformas de
NOS: NOS neuronal (nNOS, NOS-I), NOS inducible (i NOS, NOS-II), y la
NOS endotelial (eNOS, NOS-III).

La inhibicion de la isoforma NOS-I, tanto con inhibidores (Packer et al.,
2003), como mediante el uso de animales modificados genéticamente
(Packer et al., 2003), causa un aumento de la proliferacion celular en el

hipocampo, aunque la supervivencia no se ve alterada.

El NO (6xido nitrico) producido por la glia activada o por los astrocitos
en respuesta a ROS (especies reactivas de oxigeno), actia como mediador
en la neurodegeneracion y activa procesos inflamatorios. El aumento
excesivo de NO y ROS, inhibe la respiracion mitocondrial en las neuronas
que estan alrededor, provocando la liberacion de glutamato (a través del
transportador de glutamato GIluT), proveniente de las neuronas (y de los
astrocitos en menor medida), estimulando a los receptores NMDA
(NMDAR). La activacion de estos receptores dispara la entrada masiva de

+2 . i i
Ca'” a las neuronas, llevando a las células a muerte necrotica o apoptdtica.
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1.6.2. FACTORES TROFICOS

Los factores de crecimiento o tréficos (FGF, EGF, CNTF, IGF,...),
implicados en guiar el destino celular, pueden determinar el tamafio de una
poblacion neuronal o glial (Kuhn et al.,, 1997; Pencea et al., 2001).
Asimismo, estos factores se encuentran sobre-expresados en distintos
modelos neurodegenerativos, en los cudles pueden actuar como factores
protectores del dafio neural, pero también como factores inductores de la
generacion y diferenciacion de nuevas células que remplazarian las células
lesionadas (Kuhn et al., 1997; Kuhn et al., 2001; Aberg et al., 2000; Pencea
et al., 2001). Por tanto, en la secuencia de una lesion o dafio neural, se
activan los programas del desarrollo en el sentido de minimizar el dafo

ocasionado (Kozorovitskiy y Gould, 2003).

Algunos de los factores troficos que afectan a la neurogénesis del
hipocampo se detallan a continuacion. La administracion del factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF-2), en ratas, produce un aumento
neurogénico (Rai et al., 2007), en cambio en ratones que no poseen el
receptor mayoritario para FGF-2 se muestran déficits en la neurogénesis
hipocampica (Zhao et al., 2007). Ademas, en ratones con disminucion de
FGF-2, se previene el aumento de tamafio del cerebro que aparece tras la
isquemia, aunque se mantiene la linea basal de neurogénesis (Yoshimura et

al., 2001).

El factor de crecimiento de insulina (IGF-1), es un potente regulador de

la neurogénesis hipocampica, observandose un aumento proliferativo tras su
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infusion (Aberg et al., 2000; 2003). Ademas, en ratones modificados
genéticamente para que posean bajos niveles de éste factor, se observa una

reduccion en la neurogénesis del hipocampo adulto (Trejo et al., 2008).

Por ultimo, para el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF),
ademads de su papel como regulador de la angiogénesis, actiia como potente
regulador neurogénico, de modo que una infusion de este factor produce un
aumento proliferativo (Jin et al., 2001), y segin otros estudios, también

actua como factor promotor de la supervivencia (Schanzer et al., 2004).

1.6.3. REGULACION POR CELULAS GLIALES

Los astrocitos, ademas de ser las células madre descritas tanto en la zona
de la SVZ como en el DG, juegan un papel muy importante como sensores a
los cambios extracelulares del microambiente, y pueden regular la
neurogénesis mediante la secrecion de sefiales locales (Song et al., 2002).
Estas sefales atn son desconocidas, aunque se apunta la posibilidad de que
algunas sean flujos i6nicos (Berridge, 1995), neuroesteroides (Zwain y Yen,
1999), neurotransmisores (Scemes, 2000), factores de crecimiento (Spranger

et al., 1990) y metabolitos glutamatérgicos (Laming et al., 2000).
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1.6.4. REGULACION POR MUERTE CELULAR

Tanto durante el desarrollo, como durante la neurogénesis adulta, se
produce un nimero de células que excede por mucho el numero final de las
células finales que seran incorporadas a la estructura. De ellas, las que no

son necesarias son eliminadas por apoptosis (Biebl et al., 2000) .

Probablemente, el equilibrio entre la neurogénesis y la muerte celular,
sea deba a la necesidad de recuperar la homeostasis en el cerebro adulto.
Esta hipotesis estda basada en la observacion de que en las zonas
neurogénicas, la muerte celular sirva de sefial para aumentar la

neurogénesis, algunos hechos avalan este argumento:

a) Durante el desarrollo existe un balance entre las células granulares
nacidas y muertas (Gould et al., 1991),

b) Lesiones mecanicas, aspiracion y transeccion, estimulan la proliferacion
de precursores neuronales en el SGZ y /o la SVZ, (Gould y Tanapat, 1997,
Johansson et al., 1999, Jin et al., 2001, Lang et al., 2004).

c) La proliferacion en la SVZ, se activa tras condiciones de inflamacion
(Calza et al., 1998),

d) Adrenalectomias, dafios limbicos e isquemias, promueven tanto la muerte
celular como la division celular,

e) La degeneracion apoptdtica de neuronas corticotalamicas inducen la
diferenciacion de los precursores neuronales en regiones de la corteza

(Magavi et al., 2000).
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En resumen, podemos decir que la pérdida de células produce la

secrecion de factores estimulantes de 1a division celular.

1.6.5. CONDICIONES DE ESTRES

Se han encontrado efectos contradictorios en cuanto a la regulacion de la
neurogénesis hipocampica mediada por estrés, en los que una exposicion
puntual a estrés produce una disminucién en la proliferacion celular total
(Gould et al., 1998), en cambio un exposicion mas prolongada a bajos
niveles de estrés, produce efectos positivos en la neurogénesis (Gould et al.,
1997), por ultimo, altos niveles de estrés causan una baja tasa de
neurogénesis en el giro dentado o, incluso una inhibicion total (Tanapat et
al., 2001).Por tanto, la relacion entre la exposicion al estrés y los niveles de

neurogénesis seguiria una pauta de U invertida.

Alteraciones en el eje hipotdlamo-pituitaria-adrenal, inducidas por
situaciones persistentes de estrés durante el desarrollo, pueden conducir a
una bajada permanente en la producciéon de nuevas células en el giro
dentado (Lemaire et al., 2000). Ademas, la proliferacion celular en el giro
dentado es disminuida por los glucocorticoides, los cuéles son liberados en

respuesta al estrés (Tanapat et al., 2001).
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1.6.6. AGENTES ANTIOXIDANTES

Un antioxidante es cualquier sustancia que, presente en bajas
concentraciones, retrasa o inhibe la oxidacion. Como antioxidantes se
incluyen sistemas enzimaticos como las enzimas derivadas del sistema
citocromo-oxidasa, las superoxidodismutasas (Cu-ZnSOD y MnSOD), las
catalasas y peroxidasas como la glutation-peroxidasa y la glutation-
reductasa. Asi como sistemas no enzimaticos, como las vitaminas A, C, E,
Acido trico, aminoacidos como, glicina y taurina, y el tripéptido glutation,
etc. que eliminan los radicales libres, evitando la reacciéon en cadena
mediante la cual un radical libre menos reactivo y todavia inestable,

reacciona con otra molécula para producir otro radical libre mas reactivo.

Estos antioxidantes reaccionan con los radicales libres formados al inicio
de la reaccion en cadena, de modo que consiguen detenerla. De este modo,
este tipo de antioxidantes pueden definirse como aquellas sustancias que
ceden electrones a otras, reduciéndolas y haciéndolas menos reactivas, de

modo que impiden que progrese la reaccion.
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Capitulo-1 Introduccién

1.7. NEUROGENESIS, HIPOCAMPO Y MEMORIA

Existen diferentes sistemas de memoria;:

1. Uno es para el aprendizaje flexible y declarativo de estimulos,
dependiente del 16bulo temporal medial.

2. Otro incluye el sistema de aprendizaje de habitos o aprendizaje
estimulo-respuesta y depende sobre todo del estriado.

3. Y el otro es para la memoria emocional y aprendizaje estimulo-
refuerzo, el cual se centra principalmente en la amigdala.

4.  El hipocampo, el estriado y la amigdala parecen ser las estructuras

mas importantes para cada tipo de memoria, si bien forman parte de

sistemas mas amplios formados por mas estructuras (Tabla 1).

Memoria Memoria . .
. . Memoria emocional
declarativa procedimental
- Episodica y
semantica. ..
- Reforzada. - Condicionada.
- Recuerdo ., )
. - Seleccion de - Preferencias y
consciente. .
respuesta. aversiones.

- Expresion flexible.

Estriado, cerebelo, Amigdala, Hipotalamo,
tronco del encéfalo sistema nervioso
y médula espinal.  auténomo y endocrino.

Hipocampo y region
parahipocampica.

Tabla 1. Principales sistemas de memoria. En la tabla se muestra una clasificacion
de los tipos de memorias, junto con sus principales caracteristicas y estructuras
asociadas a las mismas.
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La participacion del hipocampo en la formacion de la memoria ha sido
ampliamente reconocida (O’Keefe y Nadel, 1978), y numerosas evidencias
sugieren que la produccion de neuronas nacidas durante la etapa adulta del
animal puede contribuir en los procesos de memoria. En primer lugar, el
nivel de neurogénesis esta directamente relacionado con el aprendizaje de
tareas dependientes de hipocampo (Drapeau et al., 2003). En segundo lugar,
las condiciones del aumento de la memoria producen un incremento en la
neurogeénesis, mientras que condiciones de disminucioén de la neurogénesis
perjudican el aprendizaje (Kempermann et al., 1997, van Praag et al., 1999).
En tercer lugar, el aprendizaje espacial ha sido demostrado que aumenta
tanto la supervivencia de las nuevas neuronas (Gould et al., 1999) como la
proliferacion celular (Shors et al., 2001; Dobrossy et al., 2003). Por el
contrario, se ha demostrado que el aprendizaje espacial en un laberinto
acuatico esta relacionado con una disminucion en el nimero de nuevas
neuronas en el DG (Dobrossy et al., 2003; Ambrogini et al., 2004). Aun
mas sorprendente resulta el hecho de que la disminucién en la neurogénesis
se vea correlacionada con las habilidades espaciales, de modo que, ratas con
un bajo nimero de nuevas neuronas tengan mejores rendimientos en tareas
de memoria, hecho que indica que el aprendizaje, y no el entrenamiento,

disminuye el nimero de nuevas células adultas.

Este complejo entramado de resultados crea un puzle en el que aumentos
y disminuciones en el nimero de nuevas neuronas estan relacionados con el
aprendizaje, mediante un mecanismo todavia desconocido. En esta tesis

doctoral no se pretende esclarecer estas discrepancias, sino que se pretende
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analizar los efectos causados conductuales de animales tratados con tolueno,
tal y como ya ha sido publicado anteriormente por otros autores (Bowen et
al., 2006, Bowen et al., 2007). Y ademas, establecer aproximaciones entre
los resultados conductuales obtenidos y las alteraciones producidas sobre la

neurogénesis tras la administracion del tolueno.

1.7.1. NEUROGENESIS Y MEMORIA

Existen pruebas, tanto a favor como en contra, de la existencia de una
relacion directa entre la neurogénesis y la memoria. Algunas pruebas a
favor, son los estudios que relacionan numerosas drogas con la disminucion
de la neurogénesis, como el caso del alcohol, la nicotina y los opiaceos
(Eisch et al., 2000, Abrous et al., 2002, Nixon and Crews, 2002), y todas
ellas, administradas en las dosis adecuadas, pueden llegar a producir déficits
en las tareas de aprendizaje (Spain y Newsom, 1991, Matthews y Silvers,
2004; Scerri et al., 2005). También confirman la hipotesis de la relacion
entre la neurogénesis y la memoria, los estudios relacionados con cambios
complejos en el ambiente, como el aumento que se produce en el nimero de
neuronas inmaduras tras un aumento de estrogeno en el medio (Tanapat et
al., 1999), o el ejercicio fisico (van Praag et al., 1999), pueden causar un
aumento en las tareas de aprendizaje dependientes de hipocampo (Daniel et
al., 1994, Kempermann et al., 1997; Luine et al., 1998; van Praag et al.,
1999, Leuner et al., 2004).
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Algunas de las pruebas en contra de establecer una relacion entre la
neurogénesis y la memoria, son los estudios en los que tras un aumento de
glucocorticoides, del estrés o de la edad puede producir una disminucién de
la proliferacion celular, que pueda resultar o no en déficits en tareas
dependientes del hipocampo (Bizon and Gallagher, 2003). De hecho, la
exposicion al estrés puede aumentar el aprendizaje de las tareas
hipocampicas (Wood et al., 2001; Leuner et al., 2004), por lo que se

establece una relacion inversa entre el aprendizaje y la neurogénesis.

Una de las pruebas mas claras acerca la conexion directa entre el
nacimiento de nuevas neuronas y la capacidad de memoria en mamiferos,
fue el estudio realizado por Shors y su equipo en 2001, en los que se
bloqued la neurogénesis en el hipocampo de ratas (Shors et al., 2001). Para
ello, administraron a los animales una substancia, el metilazoximetanol
(MAM) que resulta toxica para las células en proliferacion. Con este estudio
pudieron concluir que, la incorporacion de nuevas neuronas al hipocampo y
la renovacion de circuitos neuronales en dicha zona son necesarias para el
desarrollo de determinados tipos de memoria, en concreto los que implican

el recuerdo del orden en que se producen determinados acontecimientos.

De este modo, los resultados confirmaron que neurogénesis y memoria
estan relacionadas en el cerebro de mamiferos. Y se observd que las nuevas
neuronas que van siendo incorporadas al hipocampo, podrian contribuir a
procesos de formacion de memoria en los que hay implicados elementos

temporales (Shors et al., 2001).
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1.7.2. HIPOCAMPO Y MEMORIA

El hipocampo y otras estructuras del 16bulo temporal medial, que
conjuntamente forman el sistema hipocdmpico, poseen un papel critico en la
memoria declarativa y, especialmente, en la consolidacion a largo plazo de
la memoria, tanto de la memoria espacial como la no que no lo es (Morris et
al., 2003; Poldrack and Packard, 2003). El sistema hipocampico parece
necesario s6lo durante un periodo limitado de tiempo, mientras se consolida
la informacion, pero no parece necesario para la recuperacion de memorias
muy remotas. Del mismo modo, el hipocampo es la diana primaria del SNC
de las hormonas relacionadas con el estrés (De Kloet et al., 1999; McEwen,

1999).

La plasticidad de los circuitos hipocdmpico, es esencial para el desarrollo
de su funciéon en el aprendizaje y la memoria, pudiendo aumentar su
vulnerabilidad a varios estimulos, incluyendo el estrés (McEwen, 1999). En
el caso de las nuevas neuronas generadas en el hipocampo, sus conexiones
tanto aferentes como eferentes, son las que permiten la supervivencia de
estas células debido a los estimulos que se generan durante el aprendizaje
(Dupret et al., 2005). De hecho, el aumento de la actividad sinaptica
produce a su vez, un aumento en la supervivencia celular (Bruel-Jungerman
et al., 2006). Por el contrario, se produce una muerte de las neuronas
inmaduras, de manera selectiva, de aquellas que no hayan establecido las
conexiones adecuadas durante el aprendizaje. La supresion de este tipo

celular, permite la integracion de las neuronas con mayor estadio de
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maduracion que se han establecido por estimulos dependientes de la

actividad generada durante el curso del aprendizaje.
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1.8. EFECTO DE LAS DROGAS SOBRE LA
NEUROGENESIS

El efecto de las drogas de abuso sobre la neurogénesis adulta, ha sido
extensamente documentado (Crews y Nixon, 2003; Eisch y Harburg, 2006,
Nixon, 2006). Aunque la variedad en los tratamientos dificultan en
ocasiones la comparacion entre estudios, los resultados encontrados
muestran claramente los efectos de las drogas sobre la neurogénesis. Estas
alteraciones observadas en la neurogénesis, pueden afectar a la citogénesis,
supervivencia, maduracion o diferenciacion de los precursores neuronales,

dependiendo de la droga y del régimen de administracion.

Centraremos el estudio del efecto sobre la neurogénesis en las siguientes
drogas: alcohol, anfetamina y sus derivados, opioides, nicotina, y cannabis.
En el siguiente apartado se estudiara con mas detalle el efecto de la cocaina

y de los solventes orgéanicos (principalmente del tolueno).

1.8.1. ALCOHOL

El etanol es un depresivo del SNC, que puede alterar algunas funciones
cognitivas, como la memoria y el aprendizaje, de forma dependiente de
dosis. El etanol actia disolviendo las membranas lipidicas, de ese modo
altera la funcion de los canales i6nicos y de las proteinas insertadas en ella.

Asi pues, el etanol puede inhibir los canales i6nicos de glutamato activos
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(que son excitatorios) o bien, inhibe los canales i6nicos de GABA activos
(que son inhibitorios) (Goodman and Gilman’s The pharmacological basis

of therapeutics. Ninth edition. (1996) Chapter 17).

Algunos estudios del efecto del etanol sobre la neurogénesis usan tres
formas de administracion diferentes: una dieta alcohdlica, la inyeccion
intraperitoneal o la infusion intragastrica. Sin embargo, los resultados son
coincidentes y Unicamente se muestran diferentes efectos sobre la

neurogénesis bajo una administracion crénica y aguda de alcohol.

En estudios que intentaban simular una exposicion corta de fin de semana
en ratas adolescentes, se encontrd que este tipo de dosis aguda inhibia la
proliferacion celular en el DG (Crews et al., 2006). Del mismo modo que
alteraba el aprendizaje, el estado afectivo y otras conductas que se producen

durante la maduracion del cerebro adolescente en desarrollo.

Analizando los efectos de una exposicion cronica del alcohol, se observd
que esta dosis causaba dafos en las tres etapas de la neurogénesis
hipocampica: la proliferacion, la supervivencia y la maduracion (He et al.,
2005). Este estudio demostr6 que la administraciéon cronica de alcohol
aumentaba la arborizacion dendritica, incluyendo el ntimero de nddulos
dendriticos, la longitud y el nimero total de las dendritas de las neuronas

marcadas con doblecortina (He et al., 2005).

También se ha analizado cudles son los efectos que pueden aparecer tras

la exposicion al etanol, es decir, durante la abstinencia. De este modo,
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Nixon y Crews demostraron que un tratamiento cronico de etanol altera la
neurogénesis en el hipocampo de la rata adulta, incluso semanas después del
cese del tratamiento, y ademas observaron un aumento de la neurogénesis
durante los periodos de abstinencia, tras la dependencia del alcohol (Nixon y
Crews, 2004). Una posible explicacion neuroquimica puede ser que la
muerte celular causada por el alcohol, regule la neurogénesis y produzca un
aumento en el DG, corteza entorrinal y areas corticales (Collins et al., 1996;
Crews et al., 2000). Por lo que podriamos concluir, que el aumento de la
neurogénesis durante las etapas de abstinencia seria mediante un mecanismo

compensatorio a la muerte celular producida por el etanol (Nixon y Crews,

2004).

1.8.2. _ANFETAMINA Y EL MDMA (3.4-
METILENEDIOXIMETAMFETAMINA)

Existen trabajos con m-anfetamina que muestran diferentes efectos sobre
la proliferacion, ya que los protocolos de inyeccion de BrdU se realizan en
diferentes momentos. Con una inyeccion de m-anfetamina (25 mg/kg i.p.) y
un pulso de BrdU (30mg/kg), suministrado 36 horas después de la droga, la
proliferacion no se mostré alterada (Teuchert-Noodt et al., 2000). En
cambio, cuando la droga y el BrdU se administraron al mismo tiempo se

observo un descenso en el nivel de células BrdU+ (Teuchert-Noodt et al.,
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2000), que corroboraba el descenso proliferativo encontrado por
Hildebrandt et al., 1999 tras inyectar el doble de dosis de m-anfetamina

(50mg/kg, 1.p.) con un marcaje de BrdU después de la droga.

Por tultimo, se han publicado datos analizando el efecto de un tratamiento
de MDMA (3,4-metilenedioximetamfetamina o éxtasis) durante 48 horas
sobre la neurogénesis, que muestran un déficit en la supervivencia celular,
aunque no en la proliferacion ni en la maduracion neuronal en el DG adulto
de rata (Hernandez-Rabaza et al., 2006). Esta fue la primera demostracion
de que una administracion aguda de MDMA produce efectos deletéreos
sobre la neurogénesis adulta, causando un defecto sobre la supervivencia de
las c¢lulas nacidas durante el tratamiento, aunque no afecta a la
proliferacion de las células precursoras. Estos resultados sugieren que el
MDMA es neurotdxico para la poblacion de células amplificadoras del DG

pero no para las células progenitoras (tipo As).

1.8.3. OPIOIDES

En el sistema nervioso central existen tres familias diferentes de péptidos,
que se han identificado como opioides endogenos: encefalinas, endorfinas y
dinorfinas. Y cada familia deriva de diferentes precursores polipeptidicos.
Estos opioides se unen a tres clases de receptores de opioides: |, d y k, que
pueden activarse por algunas substancias semisintéticas como: morfina,

heroina y metadona ( Goodman and Gildman’s The pharmacological basis
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of therapeutics”. Ninth edition. 1996. Chapter 23). La actividad del sistema
opioide estd ampliamente estudiada por su efecto analgésico. Sin embargo,
durante las ultimas décadas, se ha demostrado que el sistema opioide juega
un papel importante en la regulacion de la proliferacion y la maduracion del

sistema nervioso central de la rata, tanto in vivo como in vitro.

El equipo de Nestler (Nestler, 2000) describi6 que durante una
exposicion a largo plazo de opioides puede inhibir la neurogénesis en el
hipocampo de rata adulta. Demostraron que la administracién forzosa de
morfina cronica (75 mg/kg, durante 5 dias), pero no la aguda (10 mg/kg),
disminuye el nivel de células marcadas con BrdU en la SGZ del hipocampo.
Por tanto estos autores concluyen que la administracion de morfina cronica

produce una reduccion de un 30% de las células nacidas.

Aunque la mayoria de estudios se han realizado con morfina, existen
datos del efecto de la auto-administracioén crénica de heroina (60 mg/Kg, 6
h/dia, durante 26 dias) estos trabajos mostraron una disminucién en la
proliferacion celular, medida dos horas después de la inyecciéon con BrdU

(100 mg/kg, i.p., el dia 18) (Eisch et al., 2006).
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1.8.4. NICOTINA

La nicotina es una droga extensamente consumida, que actiia sobre la
union neuromuscular, los ganglios autdbnomos y algunas partes del sistema
nervioso central. La nicotina tiene acciones estimulantes y depresivas,
ademas de aumentar la dopamina extracelular en el ndcleo accumbens
(NAcc) y afectar a la liberacion de opioides enddgenos y glucocorticoides
(Goodman and Gilman’s The pharmacological basis of therapeutics. Ninth

edition. 1996. Chapter 9, 24).

Abrous y colaboradores (Abrous et al., 2002) estudiaron los cambios en
procesos de plasticidad del DG de ratas bajo la auto-administracion de
nicotina y encontraron un defecto en la proliferacion celular, basado en la
disminucién de células marcadas con BrdU. Del mismo modo, Scerri y su
equipo (Scerri et al., 2006) con un tratamiento mas cronico, empleando una
infusioén constante de nicotina, observaron que se producia una disminucion

en la proliferacion celular.

Los efectos observados en la supervivencia y en la migracion, fueron mas
uniformes. De este modo, los experimentos de Abrous (Abrous et al., 2002)
mostraron una disminucion en las células marcadas con PSA-NCAM,
concluyendo que exitian efectos tanto en la supervivencia como en la
migracion neuronal. Posteriormente, estos resultados fueron verificados por
Shingo y Kito (Shingo y Kito, 2005), quiénes también encontraron un

aumento en la muerte celular medida como cantidad de células picnoticas.
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1.8.5. CANNABIS

El cannabis es una planta cultivada por su posible uso medicinal y sus
propiedades psicoactivas. El humo del cannabis contiene algunos agentes
quimicos, pueden identificarse 61 canabinoides diferentes. Entre ellos, el A-
9- Tetrahidrocanabinol (THC), que es el principal componente activo de la
marihuana y produce la mayoria de sus efectos (Goodman and Gilman’s

The pharmacological basis of therapeutics. Ninth edition. 1996. Chapter 24).

En la ultima década los estudios relacionados con el sistema
endocanabinoide se han basado en la blusqueda de ligandos, clonacion de
receptores y descripcion de los mecanismos de sintesis. Sin embargo, se
conoce poco sobre el papel del sistema endocanabinoide y la neurogénesis,
hasta el trabajo de Rueda y su equipo (Rueda et al., 2002), cuyos
resultados obtenidos in vitro demostraron que los cannabinoides disminuian
la capacidad de diferenciarse de las neuronas nacidas durante el tratamiento,
puesto que no encontraron diferencias en el nimero de células totales
BrdU+, pero si encontraron un aumento de células NeuN negativas en las

células que acababan de nacer (Rueda et al., 2002).

Estudios con THC en administraciones agudas (1, 3, 10, 30 mg/kg, i.p.),
secuenciales (2 inyecciones de 10 o 30 mg/kg, i.p., separadas por 5 h), o
cronicas (20 a 80 mg/kg, p.o., durante 3 semanas), no mostraron ningun
efecto en la proliferacion celular en el DG de ratones machos adultos

(Kochman et al., 2006). Ademas la estudios in vitro demostraron que la
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administracion de esta droga facilita la diferenciacion de la astroglia,

actuando sobre las células progenitoras neuronales (Aguado et al., 2006).

Los efectos de la cocaina y de los solventes organicos (se estudiard con
detalle el tolueno), sobre el sistema nervioso, seran abordados con detalle a
continuacion, puesto que se detallaran los aspectos mas relevantes de estas

dos drogas.
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1.9. DROGAS ESTIMULANTES: LA COCAINA

1.9.1. ESTRUCTURA Y ORIGEN

La cocaina (benzoil-metil-ecgonina, Ci7 Ha; NOy, Fig.7) es el alcaloide
activo del arbusto Erythroxylium coca (Fig. 8) originaria de las montafias de

Perti, Bolivia, Colombia y Chile.

Figura 7. Estructura de la cocaina. Vista
en dos dimensiones.

Durante el imperio Inca se usaba como forma de pago por el trabajo en el
campo, ya que las hojas de coca proporcionaban una sensacion de fuerza,
combatian la fatiga y mitigaban el apetito. Albert Niemann identificéd la
cocaina como la sustancia activa de las hojas de coca en la década de 1850.
Carl Koller y William Halsted demostraron sus propiedades como
anestésico local, hecho que sent6 las bases de la anestesia por bloqueo

nervioso en el campo de la cirugia. Hacia 1880 la cocaina era un ingrediente
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activo de numerosos vinos (vino Mariani), y jarabes tonificantes. También
formaba parte de la bebida Coca-cola a finales del siglo XIX (En 1901, la
eliminaron de su composicion). Debido a sus efectos euforizantes, su uso
como droga se ha extendido rapidamente, alcanzado en las ultimas décadas,

elevadas proporciones en Estados Unidos y otros paises occidentales.

Figura 8. Hoja de la cocaina. La
cocaina es un alcaloide contenido en
grandes cantidades (0.6 a 1.8%), en las
hojas de Erythroxylium coca, un arbusto
que crece en las montaiias de los Andes,
entre los 1000 - 3000 metros por encima

del nivel del mar
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1.9.2. FORMAS DE COCAINA

Se puede encontrar para el consumo como: Clorhidrato de cocaina y en

forma de Base libre (“Freebase™).

El Clorhidrato de cocaina, se trata de una solucién hidrosoluble de
cocaina que se obtiene al disolver el extracto alcaloide de la planta
Erythroxylon coca en acido hidrocloridrico, dando lugar a un polvo blanco
cristalino. Este polvo se absorbe facilmente a través de las membranas
mucosas, por tanto la aspiracion intranasal es la ruta mas frecuente de
administracion. El polvo también puede disolverse en agua para poder
inyectarse de forma intravenosa, de este modo pasa directamente a la
sangre. La cocaina es inactivada por el pH géastrico y se absorbe mal por la

ruta gastrointestinal (Warner, 1993, 1995).

El “Freebase” o base libre, se hizo popular en la década de los 80. La
cocaina base se obtiene al mezclar polvo de cocaina (clorhidrato) con una
base (Amoniaco o soda) y un solvente (éter o agua), con el fin de eliminar el
acido clorhidrico. Esta mezcla se calienta, de modo que la base alcaloide
precipita formando una pasta que se endurece, y que a diferencia del
clorhidrato de cocaina, es mas estable al calor y permite ser fumada,
produciéndose su absorcion a través de la mucosa nasal (inhalacion). El
termino anglosajon "crack" procede de los chasquidos o crujidos producidos

por los cristales de cocaina al calentarse puesto que también se fuma.
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La cocaina se disuelve en el alcohol, produciéndose una
transesterificacion: pasando de ser cocaina a etileno de cocaina, este
compuesto produce un efecto mas largo y mas toxico que cuando se usa la

droga por si sola.

También se ha usado junto con la heroina, denominandose el compuesto
comunmente “speedball”, esto combina un inicial “high” o euforia de la
coca y después el “rush” que causa la heroina, es una entrada en un suefio

placentero.

1.9.3. METABOLISMO DE LA COCAINA
1.9.3.1. FARMACOCINETICA

La farmacocinética de la cocaina depende de la ruta de administracion.
En la Tabla 2, se observa que en las tres vias de administracion utilizadas
(intravenosa, intranasal, o por inhalacion), la cocaina se absorbe
rapidamente y en pocos minutos alcanza su pico maximo de efecto

(Schneider, 1991).
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Capitulo-1 Introduccion

ViA DE INICIO DE LA DURACION
ADMINISTRACION  ACCION (seg) .
(min)
15 3-5 30-40
Intravenosa
Intranasal 300 15-30 60-90
Inhalada (fumada) 10 1-3 15-30

Tabla 2. Farmacocinética de la cocaina respecto a la via de administraciéon. En la
tabla se muestran tres variables: el momento en el que se incia el efecto de la accion de la
droga, el pico de mayor efecto y la duraciéon de la sensacion que la droga produce,

clasificadas segun la via de administracion de la cocaina.

La vida media de la cocaina en el plasma es de 40-90 minutos, la
excrecion urinaria de cocaina no modificada representa una pequefia
cantidad del total eliminado (1%). En una determinacion de toxicos en
orina, la cocaina es detectada principalmente a través de sus metabolitos,
que son excretados en el transcurso de varios dias. El andlisis del cabello es
un método muy sensible que permite detectar su consumo en las semanas o

meses previos o meses posteriores (Ness et al., 1999).
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1.9.3.2. FARMACODINAMICA

Las drogas adictivas presentan una gran diversidad molecular y actian
sobre diversos receptores y estructuras, aunque existe un factor comun en
ellas, que es la activacion de las via mesolimbica dopaminérgica, que juega
un papel crucial en el proceso de dependencia y adiccion (Leshner, 1997;
Melichar et al., 2001). Esta via nace en el area tegmental ventral (ATV), y
su activacion durante el consumo agudo induce el incremento en la tasa de
liberacion de dopamina (DA) y una regulacion al alza en los niveles de
AMPc en el ndcleo accumbens y la amigdala extendida, areas que se
relacionan decisivamente con la recompensa y con el aprendizaje para el

consumo (Nestler y Aghajanian, 1997; Wise, 2000).

Asi los psicoestimulantes, como la cocaina, cuando llegan al cerebro
estimulan estos centros de recompensa, mediante un incremento directo de
la liberacion de DA en dicha via, a través de la inhibicion del transportador
de dopamina (Iversen, 2000), este hecho contribuye a una rapida elevacion
de las cantidades de DA en la hendidura sinaptica de dichos centros,

modificando el metabolismo de las neuronas.

El proceso normal de la neurona es la secrecion de DA dentro de la
sinapsis, que se liga con los receptores de DA en la neurona postsinaptica, y
le envia una sefal estimuladora. En dicho proceso bajo la ingesta de
cocaina, se produce un bloqueo del receptor de DA encargado de la
eliminacion de este neurotransmisor de la hendidura sinéptica, lo que

produce su acumulacion, ademds de mantenerse una estimulacion continua
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en las neuronas receptoras bloqueadas, con la consecuente sensacion

euforica que este hecho conlleva (Fig. 9).

Se ha demostrado que en la regioén postsinaptica se induce la produccion
de AMPc y modifica la sinapsis proteica, elevando las frecuencias de los

impulsos nerviosos en estas zonas.

Ademas del aumento de los niveles de DA al tomar la cocaina no es
Unico, sino que también se ha observado el aumento de los niveles de

Serotonina y Noradrenalina.
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Figura 9. Bloqueo del receptor de DA por la cocaina. La cocaina
se une al receptor de DA encargado de recuperar la dopamina de la
hendidura sinaptica y lo bloquea, produciendo una aumento del
neurotransmisor y su acumulacion en la hendidura (Modificado de
Iversen. 2000).
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1.9.4. EFECTOS SOBRE LA SALUD

La cocaina es uno de los mas poderosos psicoestimulantes, y causa
graves efectos sobre la salud. Asi pues, algunas de las acciones

farmacoldgicas de la cocaina son las siguientes:

La cocaina actia sobre el Sistema Nervioso Simpdtico y aparato
cardiovascular produciendo vasoconstriccion y un aumento de la presion
arterial unido al efecto vasoconstrictor. Bradicardia a dosis bajas por
depresion del nodo sinusal y mas frecuentemente taquicardia por estimulo
sinusal, como consecuencia directa del estimulo simpatico. Ademas de un
aumento de la fuerza de contraccion y de la frecuencia cardiaca, asi como

midriasis, temblor y sudoracién por estimulo simpatico.

La cocaina también actlia sobre la temperatura corporal produciendo un
aumento de la produccion de calor por aumento de la actividad muscular y
la disminucioén de su pérdida de calor por la vasoconstriccion. La cocaina
aumenta la temperatura corporal por pérdida del control dopaminérgico de
receptores hipotalamicos reguladores de la temperatura, por agotamiento de
los depositos de dopamina, con hipertermia de rebote. Esta hipertermia

puede estar acompanada de convulsiones.

La cocaina es un potente estimulante del SNC, aunque sus efectos como
tal dependen de factores tales como tipo de consumidor, ambiente, dosis y

via de administracion.
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Dosis moderadas ocasionan: elevacion del estado de animo, sensacion de
mayor energia y lucidez, disminucion del apetito, insomnio, mayor
rendimiento en la realizacién de tareas, disminucion de la sensacion de
fatiga, hiperactividad motora, verbal e ideativa. Pasado el efecto agudo
aparece un periodo de cansancio, fatiga y disforia, mas pronunciada cuanto

mas rapido e intenso son los efectos producidos por la cocaina.

Se han descrito en los consumidores de cocaina alteraciones de la
percepcion, alteraciones de la capacidad critica y discriminativa (decisiones
erroneas), pseudoalucinaciones tactiles, auditivas y visuales, conducta

estereotipada, bruxismo y movimientos compulsivos.

Ademés de todo lo descrito anteriormente, existen algunos estudios
sobre la administracion de cocaina durante el embarazo realizados en ratas
(Baraban et al., 1999) y en primates (Lidow y Song, 2001) donde se
observan grandes alteraciones en la citoarquitectura del cerebro de las crias
nacidas tras la exposicion. Sin embargo, a pesar de que la cocaina es una de
las drogas mas adictivas y mas consumidas existen pocos estudios

realizados al respecto de este tema.

En los trabajos que muestran el efecto de la cocaina sobre la
neurogénesis adulta, se han observado diferencias en funcion del patron de
administracion. Una uUnica inyeccion de cocaina (20 mg/kg, i.p.) con un
marcaje de BrdU (100mg/kg) un dia después no induce ningtin efecto sobre

la proliferacion en el hipocampo de la rata adulta (Yamaguchi et al., 2005).
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Sin embargo, la administraciéon cronica de cocaina ha dado lugar a
resultados contradictorios en distintos estudios. Una administracion de 17
dias consecutivos no produce efecto sobre la proliferacion (Eisch, 2002),
con la misma dosis de BrdU (100mg/kg). Por el contrario, Yamaguchi et al.,
2005, tras un tratamiento de cocaina (20 mg/kg, i.p.) durante 14 dias
consecutivos, y la misma dosis de BrdU, si que encontrd una inhibicion de

la proliferacion.

Los experimentos realizados en el presente trabajo esclarecen este punto
de controversia concluyendo que, una administracion cronica de cocaina (20
mg/kg) durante 8§ o 24 dias consecutivos produce un descenso en la

proliferacion celular en el DG (Dominguez-Escriba et al., 2006).
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1.10. SOLVENTES ORGANICOS: EL TOLUENO

1.10.1. ESTRUCTURA Y ORIGEN

El tolueno es un hidrocarburo aromatico, liquido, incoloro y con un olor
caracteristico; que se obtiene de forma natural del arbol Tolu (Myroxylon
balsamum (Balsamo Tolu o balsamo de Colombia) ) y del petréleo, de
donde se extrae por reformacion catalitica de las fracciones ricas en naftenos
(Chiriboga, 2003); también se produce durante la manufactura del coque (a
partir del carbon) (Solomons y Graham, 1992). El tolueno (C¢HsCHs) es el

derivado sustituido del benceno mas sencillo que hay (Fig.10).

CHs

Figura 10. Estructura quimica del tolueno.
Estructura quimica del tolueno, donde se observa que
es un derivado del benceno con un grupo metilo.

La inhalacioén de sustancias data de la Grecia antigua, en Delfos, donde
una anciana invocaba el don de la profecia al inhalar diéxido de carbono.
Posteriormente se conocid el uso de anestésicos con fines de recreacion. Los

avances en la petroquimica llevaron a la produccion de diversas sustancias,
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que posteriormente se utilizaron con fines de intoxicacidon, en todo el

mundo.

Los primeros estudios sobre inhalables, se publicaron en México en
1975. A finales de la década de 1970 eran estas sustancias, junto con la
marihuana, las que méas mexicanos habian consumido (sin incluir el tabaco y

el alcohol).

En Latinoamérica, el abuso de inhalables sigue siendo un problema de
salud publica que afecta principalmente a grupos marginados, pero que se ha
observado en todos los estratos sociales, siendo los nifios y los adolescentes
de las clases sociales méas pobres quienes eligen estas sustancias altamente
toxicas, para utilizarlas con fines recreativos. A los nifios consumidores de
esta sustancia de abuso se les denomina “nifios en situacion de calle”, puesto
que han abandonado sus hogares y la escuela, y sobreviven realizando
actividades de subempleo. Esta practica les provoca graves secuelas para la
salud, ya que se encuentran en los afios de desarrollo y consolidaciéon de las

principales funciones de la personalidad.

Las sustancias inhalables se definen como todos aquellos gases o liquidos
que se volatilizan a temperatura ambiente y se inhalan para producir un
estado de conciencia alterado. Sin embargo, dentro de esta clasificacion no
se incluyen otras sustancias, como la nicotina o la cocaina, por no presentar

las caracteristicas fisicas de los inhalables.
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Los inhalables incluyen gases y disolventes volatiles que se encuentran
en diversos productos comerciales y se utilizan cotidianamente. El Instituto
Nacional de Abuso de Drogas de EUA, (NIDA del inglés “National Institute
on Drug Abuse”), los clasifica en tres grandes categorias: disolventes

volatiles, nitritos y anestésicos.

El nitrito de amilo y el nitrito de isobutilo son usados principalmente por
jovenes y por adultos, con el propdsito de intensificar el placer y la funcion
sexual. El abuso de los anestésicos como el 0xido nitroso, ciclopropano,

halotano y cloroformo, se realiza en particular por profesionales de la salud.

Debido a que las sustancias inhalables no se han clasificado de acuerdo
con sus caracteristicas farmacologicas y toxicoldgicas, se ha sugerido usar el
término “abuso de disolventes volatiles”, ya que no agrupa, a los nitritos ni a
los anestésicos; sin embargo, aun en esta clasificacion, se considera también

a ciertos gases, sin que sean, en un sentido estricto, disolventes.

Los inhalables se encuentran contenidos en diversos productos
comerciales, la mayoria de las veces como mezclas de disolventes. El tipo
de inhalable que utilizan los menores, es diferente en cada zona o region,
debido a su disponibilidad y accesibilidad de uno u otro producto. En el
mercado existen mas de 1000 productos susceptibles de abuso y se pueden
conseguir facilmente en diversos establecimientos comerciales, en el
mercado negro (trafico de tolueno), pero también en sus propias casas, ya
que muchos de estos productos se utilizan de manera cotidiana (Tabla 3).

Algunos de estos productos son: gasolina, pegamentos, pinturas, lacas,
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productos comerciales que contienen disolvente, sustancias inhalables,
liquidos para frenos, fluidos para encendedores, extintores de incendios,
tintes para zapatos, refrigerantes, liquidos limpiadores de grasa, correctores

liquidos, marcadores, barnices, quitaesmaltes, ceras liquidas, aerosoles, etc.
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Capitulo-1

Introduccion

Pegamentos

Cementos especiales
Sprays de pintura

Sprays para el
cabello

Desodorontas y
odorizantes del
aire
Spays analgésicos
Sprays para el asma
Sprays para telas
Limpiadores de
computadoras
Gaseosos
Liquidos
Locales
Quitaesmaltes
Removedor de
pintura
Adelgazador de
pintura
Liquido corrector y
toner
Gas o liquido
encendedor

Extintores de fuego
Quitamanchas

Productos de
tintorerias

Desengrasantes

Tolueno, acetato de etilo,
acetona, varias cetonas
Tricloroetileno,
tetracloroetileno
Butano, propano,
fluorocarburos, tolueno,
hidrocarburos
Butano, propano,
clorofluorocarburos,
(CFC)

Butano, propano, CFC

CFC
CFC
Butano, tricloroetano
Dimetil éter,
hidrofluorocarburos
Oxido nitroso
Halotano, enfluorano
Cloruro de etilo
Acetona, acetato de etilo
Tolueno, cloruro de metileno,
acetona, acetato de etilo
Destilados del petroleo,
ésteres, acetona

Tricloroetileno, trocloroetano

Butano, isopropano
Bromoclorodifluorometano

Xileno, destilados del petrdleo,
clorohidrocarburos

Tetracloroetileno,
tricloroetano
Tetracloroetileno,
tricloroetano,
trocloroetileno

Tabla 3. Productos comerciales en los que aparecen solventes organicos: en la tabla se

muestran los productos que contienen tolueno, ademas de otros solventes organicos

obtenidos en su formulacion.

90



A pesar de la multiplicidad de inhalantes, no todos ellos tienen los
mismos efectos, particularmente en lo que se refiere a su toxicidad: algunos
solventes son toéxicos para el higado (clorohidrocarburos), para el rindén
(tolueno), o para los nervios periféricos (hexano), para la sangre (benceno) y
otros para el sistema nervioso (tolueno). Por ello, es preciso distinguirlos e

identificar al agente responsable del cuadro de abuso.

1.10.2. FORMAS DE EXPOSICION
1.10.2.1. EXPOSICION LABORAL Y RECREATIVA

Recientemente se ha presentado un incremento del uso de disolventes
organicos como el tolueno en la industria, por lo que se lleva al cabo una
exposicion involuntaria a este producto en el lugar de trabajo (tabla 2). De
esta manera, el uso de este compuesto se relaciona directamente con la salud
de los trabajadores, ya que no existe informacion adecuada en torno a su
manejo. A pesar de ser ampliamente utilizado, se presentan pésimas
condiciones de seguridad para quienes se exponen. Debido a que el tolueno
estd incluido en la formulacion de numerosos productos de uso doméstico, la
exposicion involuntaria se lleva al cabo de igual manera en el hogar; esto
provocado por la falta de conocimientos referentes al uso, manejo y
disposicion final de residuos de los productos que lo contienen (Wilkins-

Haung, 1997).
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Es incompatible con agentes oxidantes, con los cuales puede provocar
reacciones explosivas. Presenta un alto indice de inflamabilidad, genera
monodxido y didxido de carbono como productos de su combustion
(Lauwerys, 1994). Su solubilidad en agua es suficiente para provocar
problemas de contaminacidn en aguas superficiales y subterraneas. Debido a
su alta presion de vapor, es un compuesto altamente volatil, por lo que
escapa al ambiente, donde al combinarse con el oxigeno del aire, da origen a
la formacion de benzaldehido y cresol, compuestos altamente toxicos (“US
Environmental protection agency national ambient volatile organic

compounds”, 2003).

El tolueno es usado como disolvente y se incorpord ala industria
sustituyendo al benceno, sustancia altamente toxica (“US Agency for toxic
substances and disease registry”, 1994). Es un disolvente orgdnico que se
encuentra en combustibles para automoviles y aviones, pinturas, barnices,
hules, gomas, etil-celulosa, poliestireno, polialcohol vinilico, ceras, aceites y
resinas. Se utiliza también como materia prima en la elaboracion de una
gran variedad de productos como el benceno, acido benzoico, fenol,
benzaldehido, explosivos, colorantes, productos farmacéuticos, adhesivos,
detergentes, mondémeros para fibras sintéticas, sacarinas, saborizantes y

perfumes (Ulla et al., 1999).

Durante los procesos industriales los trabajadores se encuentran expuestos
de manera cronica a niveles bajos de tolueno por la inhalacion de los vapores o

por contacto directo con el disolvente liquido, lo que ocasiona también un
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mayor aumento a sufrir accidentes y a contracr enfermedades (Ulla et al.,
1999, Wilkins-Haung, 1997, Almirall et al., 1999, Diaz et al., 1999). Los
limites de exposicion han sido establecidos por organismos internacionales
como la Administracion de la Salud y Seguridad Ocupacional de los Estados
Unidos de Norteamérica (OSHA), con los valores siguientes: 100 ppm al
calcular un tiempo de exposicidn no mayor a 8 horas por dia o 300 ppm para
exposiciones de 15 minutos espaciadas por lo menos una hora y 500 ppm para
una Unica exposicion de no mas de 30 minutos (Ulla et al., 1999, Wilkins-
Haung, 1997), aunque estos limites son frecuentemente rebasados, con una

incidencia negativa en la salud de los trabajadores.

1.10.2.2. INHALACION INTENCIONAL O RECREATIVA

La absorcién de los vapores de tolueno no solo toma relevancia en la
exposicion ocupacional, sino que también eleva el estatus del tolueno a
potencial droga de abuso. En las ultimas tres décadas, el tolueno se ha
convertido en uno de los disolventes organicos mas utilizados en el abuso de

sustancias.

La popularidad del tolueno como inhalante se basa en la facilidad con la
que es adquirido, es barato, y su posesion no trae consecuencias legalmente

punibles.

Por otra parte, se cree que es menos dafiino que otras drogas mas

convencionales (como la cocaina, marihuana, anfetaminas, etc.), produce
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efectos mas rapidos y se tiene la erronea idea de que no causa adiccion (Lara et
al., 1998, Gospe y Zhou, 2000). Durante la practica de inhalacion, los
consumidores se exponen a concentraciones altas de tolueno que llegan a

alcanzar las 12,000 ppm (Bruckner y Peterson, 1981).

1.10.2.3. EXPOSICION AMBIENTAL

En el aire, en el humo de los cigarros, y en menor presencia en el agua y
comida contaminada con tolueno. Ademas de estar presente en el humo que

muchas industrias emiten a la atmosfera.

El tolueno es uno de los agentes contaminantes presentes en el aire que
respiramos, € incluso estd presente en muchos productos comestibles. A esta
situacion contribuyen muchos procesos industriales que lo utilizan o lo

producen, como reactivo de los procesos quimicos que emplean.
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1.10.3. METABOLISMO DEL TOLUENO

El tolueno es absorbido rdpidamente en los pulmones y en el tracto
gastrointestinal, y en un menor grado, por la piel (Wallen, 1986, Mc Dougal,
1990, Morgan et al., 1991, Tsuruta, 1996). Cuando se introduce en el
interior de los pulmones, es aspirado sin que haya sufrido ninguna
modificacion. Los factores que intervienen en la absorcion alveolar son:
volumen de aire inspirado, concentracion en el aire, tiempo de exposicion,
coeficiente de particion sangre/aire, transporte hematopoyético, solubilidad
tisular y la relacion catabolismo/anabolismo. Se ha calculado que el
porcentaje promedio de tolueno que se absorbe por inhalaciéon (via pulmon-
alveolo) es del 85-90% y por via gastrointestinal es del 100% (Carlsson,
1982, Faust, 1994, Tsuruta, 1996).

Debido a la alta presion de vapor que posee el tolueno, la via de
exposicion mas comun es la inhalacion, que lleva a este agente quimico a la
circulacion sanguinea via alveolar; si la exposicion ocurre por la via dérmica
o por ingesta, el tolueno es introducido igualmente, a la circulacion
sanguinea. Cuando pasa a la sangre se oxida, dando finalmente un producto
de transformacion: el 4cido hipurico. Una vez absorbido este compuesto es
distribuido por todo el cuerpo antes de llegar al higado para su metabolismo,

degradacion y posterior excrecion por via urinaria (Phillips, 1980).

El primer paso en el metabolismo del tolueno es la hidroxilacion

aromatica microsomal del grupo metilo (reaccion catalizada por el
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citocromo Pjysp), para la formacion del benzil alcohol, reaccionando esté con
el aldehido deshidrogenasa (ADH) dando como resultado al benzil aldehido,
el cual es transformado gradualmente por las enzimas alcohol
deshidrogenasa 1 y 2 (ALDHI-ALDH?2) a &cido benzoico; una vez
formado el acido benzoico se conjuga con la glicina para producir el acido

hiptrico que es excretado con la orina.

La medicién de la excrecion urinaria de acido hipurico, es utilizada como
un indicador bioldgico de exposicion a tolueno y a otros hidrocarburos
aromaticos (“US National institute for occupational safety and health”,
1994). Aproximadamente, el 60-75% del tolueno que entra al cuerpo es

metabolizado en el higado a acido hiptrico.

1.10.3.1. FARMACOCINETICA

La via de administracion es oral y/o nasal. Los inhalables se absorben
rapidamente a través del aparato respiratorio, por la amplia superficie
pulmonar, pasando directamente a la sangre. Debido al alto poder
liposoluble que tienen las sustancias inhaladas, cruzan con facilidad la
barrera hematoencefalica, alcanzando inmediatamente el Sistema Nervioso
Central. Los efectos clinicos se observan de inmediato y tienen una duracion
breve. Ademas los disolventes se distribuyen en otros dérganos ricos en

lipidos como corazon, higado y rifiones.
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Aproximadamente una quinta parte de las sustancias inhaladas se
excretan sin modificacion por el aparato respiratorio. El resto se metaboliza
por el higado y se elimina via renal, sin embargo, el metabolismo y la
eliminacion varia dependiendo de sus propiedades quimicas especificas. El
metabolismo de algunos disolventes puede crear metabolitos secundarios,

que en ocasiones, son mas toxicos que el compuesto original.

1.10.3.2. FARMACODINAMICA

Anteriormente, se consideraba que los anestésicos tenian un mecanismo
de accion inespecifico dado por su capacidad de penetrar la membrana y
producir cambios en la fluidez. Una investigacion realizada por Péez-
Martinez evidencid que los disolventes orgéanicos tienen un mecanismo de
accion complejo muy similar al del etanol (Paéz-Martinez et al. 2003). En la
tabla 4 se hace una comparacion de los efectos que tiene el tolueno y el
etanol sobre algunos receptores. Como se observa, ambos compuestos
inhiben los receptores NMDA y nicotinicos y potencian los receptores

GABA, glicina 'y 5-HT3.
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Capitulo-1 Introduccion

EFECTO DELL EFECTO DEL

RECEPTOR
ETANOL TOLUENO
NMDA Inhibe Inhibe
GABA A Activa Activa
GLICINA Activa Activa
NICOTINICOS Inhibe Inhibe
5-HT ; Activa Activa

Tabla 4. Comparacion de los efectos agonistas y antagonistas del etanol y el
tolueno. En la siguiente tabla se muestra el efecto del etanol y del tolueno sobre los

principales receptores del sistema nervioso central.

El tolueno (al igual que el etanol), ejerce su efecto mediante un
mecanismo doble. Por una parte, inhibe la estimulacion producida por la
actividad normal de los receptores NMDA y nicotinicos, y por otra parte
acrecenta la actividad de los receptores GABA,, glicina y 5-HT3, por lo que
produce un mayor aumento en la inhibicién. En la figura 11 se muestra de
manera global, la interacciéon del tolueno con los diferentes receptores

postsinapticos y la manera en que actua.
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Neurona pre-sinaptica

Nicotinicos

J

|

MIWVIDA
Activa J/ 5-HT3 GABA A Inhiba ’ Tolueno
(Agonista) l/ l/ (Antagonista) .
Inhibe ® Neurotransmisores
{Antagonista) Activa Activa
{Agonista) {Agonista)

Neurona post-sinaptica

Figura 11.- Mecanismos de accién del tolueno sobre diferentes
receptores. 1. Sintesis del neurotransmisor (NT) de glicina,
glutamato, serotonina, GABA y acetilcolina. 2. Almacenamiento de
vesiculas. 3. Liberacion del NT. 4. Receptores postsinapticos (donde
el tolueno actia como agonista o antagonista de los diferentes
receptores). 5. Receptores presinapticos o autoreceptores (AR), que
controlan la retroalimentacion. 6. Recaptacion del NT desde la
hendidura sinaptica (Modificado de Fuentes-Lara y Hernandez-
Gonzalez, 2005).
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La mayoria de las drogas de abuso activan el sistema mesolimbico
dopaminérgico, liberando dopamina, lo cual lleva a una alteracion de la
conducta, que se manifiesta en un deseo compulsivo de busqueda e
ingestion de la sustancia. Se han evaluado los efectos de los disolventes
sobre la liberacion de dopamina y se encontrd que la inhalacion de tolueno

aumenta el contenido de dopamina (Riegel et al., 2007).

Si se administra tolueno con cocaina, aumentan significativamente los
niveles de dopamina, con un incremento mayor que la suma de los
componentes individuales. Esto sugiere que puede haber una potenciacion
de los efectos de los disolventes cuando se combinan con otras drogas de

abuso (Beyer et al., 2001).

1.10.4. EFECTOS SOBRE LA SALUD

La toxicidad de los solventes organicos en general y de los aromdticos en
particular (tolueno, xileno, benceno, etc.), estd reconocida en la literatura
(Hogstedt et al., 1992). Las razones de la toxicidad de estas sustancias y la
diversidad de efectos adversos sobre el organismo, se explican por sus
propiedades lipotroficas y por sus propiedades fisico-quimicas (volatilidad,

bajo punto de ebullicion, etc), que facilitan su absorcion. Su empleo es, por
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otra parte, ubicuo en la industria moderna y, ademads, se utilizan como

drogas (Mayor-Rios, 1995).

Por sus propiedades lipotréficas, la toxicidad de los solventes organicos
afecta a los sistemas linfatico, hematopoyético, higado, rifiones y sistema
nervioso y, como la mayoria de los agentes toxicos, los solventes organicos
tienen, ademas, efectos irritantes inmediatos sobre la piel y mucosas (Rana y

Kumar, 1994).

De este conjunto de efectos, aquellos producidos sobre el sistema
nervioso parecen ser los mas relevantes y probablemente, los que mas
rapidamente se pueden detectar en situaciones de exposicion continuada o

cronica (Seppalainen et al., 1991).

1.10.4.1. ESTRES OXIDATIVO

Uno de los efectos mas ampliamente estudiado es la induccion de estrés
oxidativo producido en el cerebro tras la administracion de drogas como la
cocaina (Cunha-Oliveira et al., 2008), el MDMA (Cunha-Oliveira et al.,
2008), el alcohol (Crews y Nixon, 2009) e incluso el tolueno (Mattia et al.,
1993). Con el objetivo de analizar si este efecto se producia en los animales
de estudio sometidos a tratamientos con drogas se han empleado diferentes
marcadores de estrés oxidativo, como por ejemplo el GSSG/GSH, SOD,
MDA vy la 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdGua). En la presente tesis, se ha
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empleado este ultimo metabolito como bioindicador de la presencia de

estrés oxidativo inducido por el tolueno.

El analogo de la guanina 8-OHdGua, es una modificaciéon abundante en
las bases del ADN de mamiferos cuyos niveles aumentan con la presencia
del estrés oxidativo. La cantidad de 8-OHdGua en el ADN celular es mas
alta en animales con una tasa metabdlica mayor (Shigenaga et al., 1989), y
también es mas alta en el ADN mitocondrial que en el ADN nuclear

(Richter et al., 1988).

Kasai y colaboradores contemplan la posibilidad de que existan dos vias
diferentes para explicar la presencia de 8-OHdGua en la orina. La primera
via es la que parte de SOH-dGTP, formado a partir de la adicion de un grupo
radical hidroxido, surgido a partir del peroxido de oxigeno producido
durante las reacciones del estrés oxidativo, a una molécula de GTP. Seguido
por la eliminacion de un pirofosfato y la digestion subsecuente a 8-OH-
dGMP por el enzima 5’ (3)- nucleotidasa. En la segunda via, el 8-OHdGua
se produce por mecanismos de reparacion por la supresion del nucleotido

(NER) (Kasai et al., 2008) (Fig.12).

El aumento de los radicales libres que la administracion de la droga
produce, causa la produccion de 8-OHGua, que al incorporarse en el ADN
produce transversiones A - T + C — G. Se ha demostrado que estas
mutaciones presentes en las células estdn involucradas en enfermedades

tales como el cancer (Cheng et al., 1992).
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Figura 12.- Mecanismos de formacién del metabolito 8-OHdGua
inducido por estrés oxidativo. Existen dos vias diferentes para
explicar la presencia de 8-OHdGua en orina. La primera
via es la que parte de 8OH-dGTP, e implica el enzima
MTHI1 de nucledtidos, para obtener 8-OH-dGMP que sera
digerida por la enzima 5’ (3)- nucleotidasa a 8-OH-dG (1).
En la segunda via, el 8-OHdGua se produce por
mecanismos tipo de reparaciéon por la supresion del
nucledtido (NER) (2). El mecanismo por el que puede
eliminarse el radical OH es mediante la reparacion por
escision de base (3). (Modificado de Kasai et al., 2008).
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1.10.4.2. EFECTOS AGUDOS

Los efectos agudos pueden causar un sindrome de encefalopatia toxica
(Orbaek, 1987; Callender, 1993). Clinicamente, se distinguen dos fases de
este sindrome que aparecen a las pocas horas de exposicion. La primera fase
se caracteriza por una reaccion de sobrestimulacion que provoca un cuadro
neuropsiquiatrico de euforia, desinhibicion del comportamiento motor y
emocional, impulsividad, inestabilidad motora y alteraciones del lenguaje

(interrupcion del discurso).

La segunda fase, que se produce con una mayor intensidad de la
exposicion aguda, se distingue por un periodo donde se impone la
somnolencia generalizada, la disminucion de las funciones motoras e
intelectuales, particularmente de la memoria. Ademds aparecen otros
sintomas como vértigo, dolores de cabeza, nauseas, vOmitos,

incoordinacidn, parestesia, aumento de la salivacion y taquicardia.

Los sintomas observados son transitorios, y desaparecen con rapidez
cuando cesa la exposicion. Aunque una exposicion corta pero con mucha
intensidad, puede llegar a causar un coma, e incluso, producir la muerte en

casos severos (Gerr y Letz, 1992).

104



1.10.4.3. EFECTOS DE EXPOSICION CRONICA

En casos de intoxicacion cronica se ha podido observar que hay lesiones
hepaticas, alteraciones renales que se expresan por aminoaciduria,
glucosuria y acidosis hiperclorémica. Asi mismo, también se pueden
comprobar, incrementos en las tasas de excrecion de albimina, leucocitos,

electrolitos, etc.

A nivel del SNC, la intoxicacion cronica se manifiesta por fatiga,
depresion, falta de concentracion, ansiedad, trastornos psicomotores,
insomnio, ataxia, temblores, etc..., llegando incluso a provocar una

polineuropatia.

Hay otras lesiones, cuando se hallan afectados sistemas como el
digestivo, apareciendo niuseas y vomitos, o a nivel cardiaco, provocando

miocarditis o infarto.

La salud reproductiva también se ve afectada por la exposicion cronica al
tolueno. En mujeres, produce un decremento en la fecundacion, infertilidad,
dismenorrea y ciclos menstruales anormales. En hombres, problemas como
atrofia testicular, reducciébn de la espermatogénesis provocada por la
disminucion de LH (hormona luteinizante), FSH (hormona foliculo
estimulante) y testosterona, han sido demostrados (Luderer et al., 1999,
Delgaard et al., 2001). En madres en las que se estudid la inhalacion de
tolueno durante el embarazo se encontraron acidosis distal tubular renal y

abortos espontaneos (Wilkins-Haung, 1997, Arnold et al., 1994).
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Los efectos asociados a la intoxicacion por tolueno, son en general
reversibles. Los dafos graves e irreversibles ocurren puntualmente en casos
de intoxicacién severa (concentraciones varios cientos de veces mas altas
que las existentes en un medio laboral habitual), que se da durante largo
tiempo, en condiciones que solo se presentan en el contexto del abuso de
drogas. Algunas de las manifestaciones del dafo neuroldgico pueden ser
parcialmente reversibles cuando se suspende la inhalacion y éstas concluyen
al interrumpir la administracion. Es decir, si el sujeto deja de inhalar, la

toxicidad se interrumpe y no avanza mas.

Los principales sindromes neurologicos producidos por los solventes

organicos son los siguientes:

%+ Ataxia cerebelosa: manifestada basicamente por trastornos del equilibrio
y de los movimientos oculares;

¢ Neuropatia periférica: los nervios de las extremidades degeneran a partir
de la periferia, en direccion del centro (axonopatia distal); se observa
pérdida de la sensibilidad, sin dolor;

¢+ Neuropatia craneal: con afectacion de los nervios trigémino y facial,

¢ Parkinsonismo;

+¢ Pérdida de vision (neuropatia Optica);

% Alteraciones multifocales: demencia, ataxia, espasticidad, disfuncion de

estructuras del tallo cerebral, etcétera.
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La gravedad de estas alteraciones dependerd, como ya se ha dicho, de la
intensidad del abuso, es decir: I) el tiempo que se lleva inhalando, 2) el o los

solventes utilizados, y 3) la dosis (frecuencia y cantidad) del inhalante.

El pronostico de recuperacion depende directamente de la gravedad del
déficit neurologico hasta el momento de la suspension del solvente. En

casos severos, la recuperacion puede tomar varios afios.

El sistema nervioso resulta ser el mas afectado, debido al alto contenido de
lipidos en este tejido, lo que induce a que el tolueno se quede mas tiempo en
¢l. Se han descrito lesiones en el SNC atribuibles al efecto patologico de la
intoxicacion experimental repetida en ratas, se caracteriza por infiltrado de
células redondas de aspecto linfoideo, degeneracion neuronal en areas
ordinariamente bien limitadas, lesiones vasculares escasas y de moderada

intensidad.

En adictos a la inhalacion de solventes orgdnicos se han identificado con
técnicas de imagenes (TAC y resonancia magnética nuclear), alteraciones
estructurales en cerebro y cerebelo (King et al., 1985; Poungvarin, 1991).
Ademads, topograficamente, se ha sefialado la presencia de las siguientes

lesiones morfologicas:

1. Corteza frontal: infiltrados importantes, algunos de forma de corona
alrededor de cuerpos neuronales en degeneracion; células piramidales
picndticas, aparicion de granulaciones argirdfilas en células periepiteliales de

vasos parenquimatosos, presencia de células de Rio Ortega.
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2. Corteza: lesiones intensas en neuronas piramidales, ahuecamiento irregular
de los tallos neuronales, hipertrofia neurofibrilar, vacuolizacion citoplasmatica,
aglutinacion de grumos de Nissl, picnosis, degeneracion del soma, atrofia de

dendritas y del eje principal.

3. Nucleos talamicos e hipotalamicos: el soma neuronal después de suftir

vacuolizacion citoplasmatica se destruye por autdlisis.

4. Hipocampo: Las neuronas presentan tamafio, forma y cromatofilia
ampliamente variable. Las neuronas piramidales diminuyen, estan
desordenadas y presentan un aspecto picnotico y hay pérdida parcial de las
prolongaciones dendriticas, degeneracion vacuolar del soma, gliosis reactiva y

activacion de células de microglia (Fig. 13).

5. Cerebelo: atrofia cerebelosa, con degeneracion de células de Purkinje,
condensacion de células estrelladas y neuroglia al nivel de la capa molecular;
fragmentacion intensa de las fibras nerviosas regionales y proliferacion de

astrocitos fibrosos.
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Figura 13. Alteraciones de la microglia causadas por tolueno. (A) células
en estado basal, se observa en el recuadro superior derecho (1000x) un
astrocito inmunomarcado con GFAP y en la vista a bajo aumento (100x) la
poblacion astrocitaria marcada en con GFAP en un campo del hipocampo
dorsal. En las fotomicrografias (B) y (C), corresponden a ejemplos de células
astrocitarias con modificaciones en su morfologia normal en la
citoarquitectura donde se evidencia el incremento en la poblacion astrocitaria
de CA1 (B) y la fotomicrografia C presenta la mayor densidad de poblacion
astrocitaria. (Imagen cedida de Gomez-Pinedo, et al. 2007).

1.10.4.4. EXPOSICION DURANTE LA GESTACION

Existen casos clinicos relativos a la exposicion al tolueno durante la
gestacion, en los que aparecen embriopatias y malformaciones (Bowen y
Hannigan, 2006). Los efectos del tolueno se deben a dos caracteristicas
principales: que este solvente se difunde a través de la sangre materna y que
ademas se deposita en tejidos con alta cantidad de lipidos (Gospe et al.,

1996; Cairney et al., 2002).
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Elevados niveles de solvente pueden producir incluso muerte perinatal y
en las crias que sobreviven aparecen sintomas evidentes de teratogenicidad.
En el momento del nacimiento, las crias afectadas son tipicamente
prematuras y/o de crecimiento retardado, con lesiones en higado, pulmoén y
riion (Cairney et al, 2002), con disminucion del tamafio craneofacial
(Tenenbein et al., 1993) y una severa afectacion de la morfologia facial,
ademds de anormalidades en los dedos (Wilkins-Haug y Gabow, 1991,
Pearson et al., 1994, Arnold et al., 1994, Wilkins-Haug, 1997). También se
observaron alteraciones estructurales serias del sistema nervioso central
(Tenenbein et al., 1993), y concretamente se describieron alteraciones en el
nimero de espinas dendriticas (Thiel y Chahould, 1997). Para describir esta
serie de caracteristicas morfologicas y de conducta se acuiid el término

sindrome fetal del solvente.

1.10.4.5. EFECTOS TRAS LA EXPOSICION POSTNATAL TEMPRANA

La exposicion al tolueno durante una etapa postnatal temprana afecta al
desarrollo de las estructuras nerviosas corticales y subcorticales (Gospe y
Zhou, 2000). Ademdas de producir lesiones en higado, pulmoén, rifion
(Cairney et al., 2002), y otras lesiones en cerebro y médula espinal (Arnold

etal., 1994).
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JUSTIFICACION,
HIPOTESIS, OBJETIVOS Y
DISENO EXPERIMENTAL



2.1. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

2.1.1. COCAINA

El estudio de los efectos de la cocaina sobre la neurogénesis hipocampica
presenta un gran interés social, puesto que Espafia es, junto al Reino Unido,
el pais con mas cocaindmanos en tratamiento de la Union Europea, casi un
20% de los consumidores de drogas que acceden a las redes asistenciales,
segin los informes que el Observatorio Europeo de la Droga y las

Toxicomanias (OEDT), ha proporcionado en los ultimos afios.

Hasta el momento, los datos que se tienen respecto a los efectos de esta
droga sobre la neurogénesis hipocdmpica adulta son contradictorios. Por
una parte, se observo una disminucion en la tasa de proliferacion celular en
hipocampo (Yamaguchi et al., 2004). Aunque por otra parte, bajo
condiciones experimentales semejantes, otros investigadores no encontraron
efectos significativos (Eisch, 2002). Es importante esclarecer estas
inconsistencias en la literatura y estudiar otros aspectos de la neurogénesis

hipocampica en el adulto.
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2.1.2. TOLUENO

El tolueno es un solvente organico ampliamente utilizado en la
transformacion quimica de sustancias, por lo que la exposicion laboral
adquiere gran relevancia. También es un componente importante de los
contaminantes atmosféricos, por la combustion de gasolina, y uno de los
principales compuestos utilizados en la inhalacion recreativa
(drogodependencia). El tolueno y sus metabolitos causan degeneracion del
sistema nervioso y lesionan 6rganos de depuracion al afectar la estructura
celular de estos, pudiendo llegar a ocasionar la muerte. A pesar de que se
han realizado estudios sobre los efectos agudos, subletales y los cronicos de
exposicion laboral del tolueno, no se han establecido los limites de dafio que
una intoxicacion aguda recreativa del tolueno puede causar sobre el SNC y

la neurogénesis.
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2.2. HIPOTESIS DE TRABAJO

La cocaina y el tolueno ocasionan efectos adversos sobre la neurogénesis
adulta en el hipocampo de rata expuestas. Se pretende demostrar que la
cocaina causa cambios en la morfologia de la ultraestructura del giro
dentado y en las fibras musgosas del hipocampo. Ademas se cree que el
tolueno puede afectar el aprendizaje y la memoria declarativa en los
individuos tratados con este solvente. Por ultimo, se espera que los efectos
causados por el tolueno se deban al aumento del estrés oxidativo tras la

exposicion a la droga.
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2.3. OBJETIVOS GENERALES

1. Estudio del efecto de la administracion de cocaina tras 8 y 24 dias sobre
la proliferacion, supervivencia y maduracion de las células del hipocampo
de rata adulta. Ademas de la evaluacion de la ultraestructura de los botones

sinapticos de las fibras musgosas tras 24 dias de administracion de cocaina.

2. Analisis de la proliferacion, supervivencia y maduracion de las células
del hipocampo tras 24 dias de exposicion a tolueno. Completado con un

estudio ultraestructural de las células del giro dentado del hipocampo.

3. Evaluacion de los efectos sobre la neurogénesis, conducta dependiente de
hipocampo y ultraestructura celular del giro dentado, causados tras la
inhalacion de tolueno de un grupo de ratas adultas durante 72 dias, y de las
crias nacidas de éstas, que fueron expuestas al tolueno durante su etapa de

gestacion y postnatal temprana.
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2.4. OBJETIVOS CONCRETOS

1. Estudio del efecto de la administracion de cocaina durante 8 y 24 dias,
sobre la proliferacion, supervivencia, maduracion y la migracion celular.

2. Evaluacion de la presencia de muerte celular tras la exposicion de 24 dias
a cocaina.

3. Analisis de las caracteristicas ultraestructurales de los botones sinapticos
de las fibras musgosas tras la administracion de cocaina durante 24 dias.

4. Evaluacion de los sintomas observados durante la exposicion a tolueno
durante 24 y 72 dias en ratas adultas, ademas del andlisis de los cambios
morfoldgicos observados en las crias que inhalaron tolueno durante su etapa
de gestacion y postnatal temprana.

5. Evaluacion de la intoxicacion del tolueno mediante la presencia del
metabolito 8-OHdGua empleando el LC/MS/MS.

6. Determinacion de los efectos de la exposicion a tolueno durante 24 dias
sobre la proliferacion, supervivencia y maduracion de las neuronas en el
area del giro dentado del hipocampo.

7. Estudio de la proliferacion, supervivencia y maduracion de las células del
hipocampo para un grupo de ratas adultas que inhalaron tolueno durante 72
dias.

8. Evaluacion de los efectos causados sobre la proliferacion, supervivencia
y maduracién para un grupo de crias expuestas al tolueno durante su etapa

de gestacion y postnatal temprana.

117



9. Estudio de la muerte celular inducida por estrés oxidativo, evaluado
mediante la cuantificacion de la peroxidacion lipidica.

10. Evaluacion de las alteraciones gliales causadas por la muerte celular
inducida tras la intoxicacion al tolueno.

11. Observacion de los efectos que la exposicion al tolueno causa sobre
pruebas de conducta dependientes de hipocampo.

12.  Mediante técnicas de microscopia electronica de transmision, analizar
la citoarquitectura celular del giro dentado del hipocampo tras la exposicion
a tolueno, tras 24 dias, 72 dias, y durante la gestacion o etapa postnatal

temprana.
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2.5. DISENO EXPERIMENTAL

Los estudios realizados fueron de tipo transversal, puesto que se realizaba
una sola determinacion en los sujetos de estudio y se evaluaba de manera

concurrente la administracion de la droga y el evento de interés.

En los experimentos de cocaina se incluyeron las ratas macho que fueron
inyectadas correctamente con cocaina, que presentaban los sintomas tipicos
de la exposicion a la droga, como la hiper-actividad y el aumento del
nerviosismo. Para los estudios realizados con tolueno, se incluyeron todas
las hembras que presentaban indicios clinicos de intoxicacion por tolueno,
como la presencia de 4cido hipuarico en su orina, y que ademas se quedaron

embarazadas durante el periodo de apareamiento.

Descripcion de variables

Variables Independientes: Tiempos de exposicion de cada experimento de

administracion de cocaina, y los diferentes tratamientos empleados

(control/cocaina, control/tolueno).

Variables Dependientes:

. Caracteristicas morfologicas y de la densidad de poblacion
neuronal en el giro dentado del hipocampo.

. Concentracion de acido hipurico en orina
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. Desarrollo ontogénico de las crias expuestas intrauterinamente a

tolueno

. Variacion de la conducta exploratoria

. Variacion en el aprendizaje y memoria

. Estrés oxidativo

. Caracteristicas morfoldgicas y de la densidad de poblacion

astrocitaria en el giro dentado del hipocampo.
. Caracteristicas  morfologicas y de la densidad de poblacion
microglial en el giro dentado del hipocampo.
. Caracteristicas morfoldgicas y de la densidad de poblacion

neuronal en el giro dentado del hipocampo.
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MATERIAL
Y METODOS



3.1. ANIMALES Y CONDICIONES DE ALOJAMIENTO

Los sujetos experimentales utilizados en esta tesis doctoral fueron ratas
Wistar. En los experimentos realizados con cocaina y en los que se
administr6 tolueno durante 24 dias, fueron ratas macho Wistar con un peso
corporal de 250-275g, se utilizaron machos para descartar las posibles
alteraciones hormonales, producto del ciclo reproductivo de la rata hembra
(Tanapat, 1999). En cambio, en los estudios destinados al estudio del efecto
del tolueno sobre el desarrollo de cerebro fueron ratas hembras, con un peso
comprendido entre 100 — 150 g. que fueron cruzadas con ratas Wistar
macho de entre 250 — 300 g durante 7 dias. Tras este periodo de tiempo se
retiraron los machos y cada una de las hembras compartié su jaula con su

progenie hasta el final del experimento.

Las ratas se estabularon en jaulas en condiciones estdndar, con un ciclo
de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, y una temperatura de 21 + 2°C.
Los animales se alimentaron con piensos comerciales, disponiendo de agua
y comida “ad-libitum”. Una parte del stock de animales se obtuvo a partir de
la colonia de “Harlan Interfauna Ibérica” (Barcelona) y se mantuvieron en el
estabulario de la “Facultat de Farmacia de la Universitat de Valéncia™, hasta
el inicio de los experimentos. Mientras los experimentos estaban en proceso
los animales se alojaron en el estabulario del “Institut Cavanilles de

Biodiversitat i Biologia Evolutiva de la Universitat de Valéncia”.
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Los animales se manipularon tres dias consecutivos durante 5 minutos
diarios, antes de empezar con los tratamientos, y en todos los experimentos

tuvieron un periodo de una semana de adaptacion al estabulario.

En los experimentos con cocaina se emplearon un total de 62 ratas
distribuidas entre los diferentes experimentos realizados. Asi pues, en el
experimento de estudio de la proliferacion, se emplearon 7 ratas control y 8
ratas para el tratamiento con cocaina. En el siguiente experimento, en el que
se analizd el efecto de la cocaina sobre la supervivencia, se emplearon 8
ratas control y otras 8 fueron tratadas con cocaina. Para el experimento de
maduracion se realizaron dos estadios temprorales diferentes, empleandose
5 animales como control y 6 fueron tratados con cocaina para el estudio a
los 8 dias. Otros 6 animales control y 6 animales inyectados con cocaina se
utilizaron para el estudio de maduracion tras 24 dias. Por altimo, en los
experimentos destinados al estudio al microscopio electronico se emplearon

4 animales control y 4 animales tratados con cocaina.

En los estudios realizados con tolueno se realizaron dos experimentos
diferentes: el primero tras exposicion de 24 dias al tolueno, donde se
emplearon 24 ratas; y en el segundo grupo de animales tratados con tolueno
durante el desarrollo se emplearon 36 ratas para los estudios de
inmunohistoquimica y conducta, considerando 9 ratas adultas hembras y 27
ratas crias macho nacidas de éstas. En el manejo de los animales se
siguieron las directrices del Consejo de la Comunidad Europea (24 de

noviembre 1986 [86/609/EEC]) tal y como se muestran en el Real Decreto
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1201/2005, de 10 de octubre, sobre proteccion de los animales utilizados
para experimentacion y otros fines cientificos (BOE num. 252 del 21 de
octubre de 2005). Ademas los protocolos experimentales fueron aprobados

por el comité ético de la “Universitat de Valéncia”.
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3.2. DOSIS DE LAS DROGAS ADMINISTRADAS

Entre la bibliografia relacionada con la cocaina se encontraron
contradicciones con las dosis y los resultados obtenidos. El equipo de
Yamaguchi empleando 20 mg/Kg durante 14 dias, concluyd que la cocaina
disminuia la proliferacion celular, mientras que Eisch y colaboradores,
empleando una dosis de 15 mg/Kg, dos veces al dia, durante 17 dias, no
encontrd cambios en la proliferacion celular (Yamaguchi et al., 2004; Eisch,
2002). En este trabajo se ha escogido una dosis de 20 mg/Kg, con una
inyeccion diaria, aunque con dos estadios temporales diferentes de 8 y 24
dias. De este modo, se utilizaba la dosis mas alta de las dos anteriormente
mencionadas y se prolongaba el estudio temporal del tratamiento. Se
descartd la posibilidad de tratar a los animales con dos inyecciones diarias
para evitar un estrés inecesario que afectaria a los resultados obtenidos para

el estudio de la neurogénesis.

En los experimentos con tolueno son pocos los articulos que relacionan el
tolueno como droga con la neurogénesis (Lin et al., 2009; Chen et al., 2004;
Gospe et al., 2000). En la mayoria de los estudios publicados con tolueno se
aborda el punto de vista de la intoxicacion laboral, para mostrar los efectos
que se producen sobre la salud (Ukai et al., 2007). De este modo, tanto la
dosis como la forma de administraciéon se decidieron en base a los
experimentos realizados por Goémez-Pinedo y su equipo (Gémez-Pinedo et

al., 2007), aunque se ajustaron las dimensiones de la caja de intoxicacion
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para el nimero de animales de estudio, modificando asi las ppm empleadas

para obtener los sintomas de intoxicacion adecuados.

3.2.1. COCAINA

Durante los estudios realizados con cocaina se administrd una dosis de 20
mg/kg en todos los experimentos realizados. Lo que se modificé en cada
experimento fue la duracién de la administracion de la droga y el momento
de administracioén del marcador BrdU, tal y como se explicara mas adelante.
De este modo, para el estudio de la proliferacion neuronal el tratamiento fue
administrado durante 8 dias consecutivos con cocaina 20 mg/kg, usando
como control el solvente empleado para disolver la cocain, una solucion
salina al 0°9%. Para el tratamiento durante 24 dias, se administrd, la misma
dosis de cocaina. Del mismo modo, a los controles se les inyectd solucion

salina al 0°9% durante el mismo tiempo.
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3.2.2. TOLUENO

En todos los casos, la inhalacion de tolueno se produjo en dos dosis
diarias separadas durante dos horas, en las que los animales eran expuestos a
mas de 2000 ppm cada dia de exposicion al solvente. La sesiones de
intoxicacion se mantenian hasta que las ratas alcanzaban todos los sintomas
tipicos de la intoxicacion, prueba de que estaban lo suficientemente afectas
por la inhalacidon al tolueno. La escala de sintomas y el tiempo de cada

exposicion se mostraran en el apartado de resultados del presente trabajo.

La camara de intoxicacion fue fabricada siguiendo los parametros
descritos en el articulo de Hass y colaboradores (Hass et al., 1999). Con las
siguientes dimensiones: largo 30.5 cm, altura 30.5 cm y espesor del material
de 6 mm, con capacidad para un volumen de 25 1. La cdmara fue
confeccionada de metacrilato transparente para observar los sintomas de

intoxicacion producidos por el tolueno (Fig.14).

Antes de comenzar con la intoxicacion, se ailadieron 20 ml de tolueno en
el tubo conectado con una bomba que insuflaba aire en el tolueno liquido,
produciendo vapores de solvente por toda la cdmara de intoxicaciéon. Con
otros 5 ml se empaparon tiras de papel absorbente y se repartieron entre los
tubos Corning situados en cada una de las esquinas de la cédmara de
intoxicacion. En el momento de la intoxicacidn, el tolueno se afiadio en tres

de los 4 tubos cormimg, dejando uno de ellos libre, para analizar si los
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animales mostraban preferencia por esta esquina sobre las esquinas con el

tubo Corning con tolueno.

Treinta minutos antes de empezar a intoxicar a los animales se conectaba
la bomba para evaporar el tolueno, con la intencidén de saturar el ambiente
con este solvente antes de colocar los animales, y se anotaba diariamente el
volumen inicial, y el volumen consumido durante este tiempo, por lo que se
conocia el volumen exacto antes de introducir los animales. Posteriormente,
se introducian los animales para proceder a su intoxicacion, y se anotaba el
volumen evaporado durante el tiempo que estaban los animales en la caja.
De igual modo, antes de iniciar la segunda sesion se anotaba el volumen de
tolueno y se procedia del mismo modo tras finalizar la intoxicacion. Asi
pues, se podia conocer con exactiud el volumen consumido en cada sesion y
el volumen total de tolueno administrado diariamente. Tal y como se vera en
el apartado de resultados de la presente tesis, el volumen de tolueno
promedio empleado fue de 11,76 =+ 1,05 ml para el experimento durante 24
dias, y un volumen practicamente idéntico de 11,77 + 0,05 ml para el caso

del experimento de tolueno durante 72 dias.

En el suelo de la caja se colocd una doble malla con una inclinacién
de 1 cm sobre el suelo, para facilitar la recoleccion de la orina para los
analisis posteriores y para evitar contaminaciones con las heces. Al final de
cada exposicion al tolueno se contabilizaban las heces totales y tras obtener

la orina la caja era lavada con agua y etanol a 30°.
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Capitulo — 3 Material v Métodos

Figura 14. Fotografias de la camara de intoxicacion. (A) Fotografia de la
camara de intoxicacion empleada para la exposicion al tolueno, donde puede
observarse la bomba empleada para la evaporacion del tolueno que se colocaba en el
tubo Corning presente en la imagen. Del mismo modo puede observarse la base de
malla y el resto de Corning situados en las cuatro esquinas de la caja. (B) En esta
imagen se observan las ratas durante una sesion de inhalacién de tolueno. Cabe
destacar su disposicion mayoritaria en las esquinas, donde estan situados los tubos
que contienen tolueno, inhalando directamente del tubo que contiene la bomba o
subiendo encima del tubo Corning para inhalar directamente su contenido.

Las investigaciones realizadas con tolueno se han separado en dos
estudios diferentes. En el primer estudio realizado, que dur6 24 dias, fue
realizado con el objetivo de abordar el estudio cronico de la administracion
con tolueno, siendo exactamente el mismo espacio temporal que el dedicado
a los estudios crénicos con cocaina. Por ultimo, el estudio dedicado al
estudio del efecto del tolueno sobre el desarrollo del cerebro de ratas, se
prolong6 durante 72 dias de inhalacion con tolueno, que comprendié un
tratamiento previo de las madres, el periodo de gestacion y que duro hasta el

dia postnatal 21 de las crias.
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Ademads, como prueba de la intoxicaciéon por este solvente, se ha
realizado un andlisis del metabolito producido tras metabolizarse el tolueno,
el 4cido hipurico, mediante la técnica de HPLC a partir de la orina

recolectada diariamente.

Los controles se mantuvieron en una caja de las mismas dimensiones,
durante los mismos tiempos que se mantenian las otras ratas en la cadmara
de intoxicacion, y al igual que los animales tratados con tolueno, las ratas se
trasladaron desde el animalario hasta el laboratorio donde se realizaban las
intoxicaciones para que fueran expuestas a las mismas condiciones

experimentales.
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3.3. TRATAMIENTOS E INYECCION DE BrdU

3.3.1. COCAINA

En el experimento 1 se analizaron los efectos de la exposicion de cocaina
durante ocho dias sobre la PROLIFERACION celular. El protocolo
experimental se basé en wun tratamiento con cocaina (cocaina
hidroclorhidrica, 20 mg/kg, i.p.) durante ocho dias consecutivos,
administraindose una inyeccion por dia (Fig.15). Fueron ocho las ratas
tratadas con cocaina y otras siete las ratas a las que se les administré salina
0.9%. Ambos grupos recibieron siete pulsos de BrdU (40 mg/kg, i.p.) cada
dos horas durante el ultimo dia de tratamiento (Fig.15). Las ratas se

perfundieron dos horas después de la tiltima inyeccion de BrdU.

Dia 8:
7 inyecciones de BrdU
(40 mg/kg, i.p.)

Periodo de
adaptacion
I ]

v
L [ [ [ [ [ ¥kzA

! 3 - r '
' 8 inyecciones de cocaina 1
v (20 mg/'kg, i.p., diariamente) v

Dia1l Dia 8

v
Sacrificio
Figura 15. Diagrama del Experimento 1 — PROLIFERACION.

Esquema de la administracion de cocaina durante 8 dias consecutivos,
y el ultimo dia se inyecta el marcador BrdU.
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En el experimento 2 en el que se observaron los efectos de un tratamiento
cronico con cocaina sobre la SUPERVIVENCIA, ocho ratas fueron
inyectadas con cocaina (20 mg/kg, i.p.) durante 24 dias consecutivos (con
una inyeccion diaria) y del mismo modo, otras ocho ratas controles con
solucion salina 0.9%. El BrdU (40 mg/kg, i.p.) se proporciond durante la
primera semana de tratamiento, una inyeccion por dia durante los primeros 7
dias de la administracion de la droga (Fig.16). Un dia después de la

administracion de cocaina o salina, las ratas fueron perfundidas.

Dia 1-7:
7 inyecciones de BrdU
(40 mg/kg, i.p., diariamente)
Periodo de
adaptacion

Y-

vitrirA | LTl
' 24 inyecciones de cocaina "
v (20 mg/kg, i.p., diariamente) v
Dia 1 Dia 24
1
v
Sacrificio

Figura 16. Diagrama del Experimento 2 - SUPERVIVENCIA.
En este caso se administrd cocaina durante un largo plazo (24 dias)
para el estudio de la supervivencia de las células del DG. En este
caso, los siete pulsos de BrdU se producen durante la primera
semana, un pulso por dia.
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El objetivo del experimento 3 de MADURACION, es el analisis del
efecto de la cocaina, sobre la maduracion de las neuronas nacidas antes del
tratamiento en el DG. Para ello, se establecen dos parametros temporales,
de 8 y 24 dias, de inyecciones diarias de cocaina (20 mg/kg, 1.p.) para un
grupo de seis ratas y de salina 0.9% para cinco ratas. En este protocolo
experimental el BrdU se administro, antes del tratamiento con la cocaina, en

dos pulsos de 140 mg/kg, espaciados seis horas (Fig.17).

Dia 0:
2 inyecciones de BrdU
(140 mg/kg., i.p.)

Periodo de
adaptacion

1
1o . . ! . . . .
v 8 inyecciones ! 24 inyecciones de cocaina .
v ! de cocaina ! (20 mg/kg, i.p., diariamente) d
: 20 mg/kg, ip., ]
Dia0 | (VMEREI : :
v diariamente) 1 '
v 4
Dia 1 Dia 8 Dia 24
i '
]
v v
Sacrificio Sacrificio

Figura 17. Diagrama del Experimento 3 - MADURACION. Administracion
de cocaina durante un corto (8dias) y un largo plazo (24 dias) sobre la
maduracion de las células del DG. En este caso, los siete pulsos de BrdU se
administran durante la primera semana, mediante un pulso por dia.
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Por ultimo, se realiz6 el experimento 4 de ESTUDIO
ULTRAESTRUCTURAL mediante microscopia electrénica de
transmision para observar las consecuencias de la administracion de
cocaina, sobre la citoarquitectura de la inervacion que las fibras musgosas,
proporcionan a la CA3. Se emplearon 4 ratas control con salina 0.9% y otras
4 ratas con cocaina (20 mg/kg, i.p.) durante 24 dias consecutivos. Estas ratas
no recibieron BrdU, y a diferencia del resto, se perfunden con
glutaraldehido 2% paraformaldehido 2% en PB 0.I1M un dia después del

tratamiento.

3.3.2. TOLUENO

Se realizaron dos estudios diferentes empleando el tolueno como droga

adictiva.

En el primer estudio se analizé durante 24 dias, el efecto crénico de la
inhalacion de tolueno. Para ello se realizaron tres experimentos diferentes,
viendo el efecto del tolueno sobre la proliferacion, supervivencia, la
maduracion y el efecto sobre la organizacion ultraestructural de las zonas

neurogeénicas tras la presencia de la droga.

En el otro estudio se analizo el efecto de la exposicion a tolueno durante
el desarrollo del cerebro. En este caso se realizaron experimentos para

estudiar el efecto sobre la neurogénesis, tanto con las madres como con las
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crias nacidas de ellas (experimentos sobre la neurogénesis); otros para
estudiar las posibles modificaciones en la memoria tras la inhalacién con
tolueno (experimentos de conducta); del mismo modo que en el estudio
anterior se observo si existia cualquier modificacion en la organizacion
ultraestructural del DG (experimentos de microscopia electronica), y por
ultimo, se realiz6 un estudio de las posibles causas bioquimicas que
producen el efecto observable en la neurogénesis, analizdndose el estrés
oxidativo presente en el tejido cerebral de las crias nacidas tras la exposicion

cronica al tolueno (experimentos de estrés oxidativo).

En todos los casos, el grupo control era trasladado del animalario al sitio
de exposicidon y permanecian en una caja transparente de tamafio similar a la
camara de intoxicacion, mientras las ratas del grupo tratado se sometian a
las sesiones con tolueno, con el objetivo de que el estrés al que se sometia al

grupo de animales tratado fuera el mismo que el del grupo control.

A continuacidn, se explicaran con detalle cada uno de los experimentos

realizados empleando el tolueno como droga de estudio.

3.3.2.1. ESTUDIOS DEL EFECTO CRONICO DEL TOLUENO

En todos los experimentos detallados a continuacidon la exposicion al
tolueno se produjo durante 24 dias, administrandose dos sesiones de

inhalacion diarias espaciadas cada dos horas, tiempo suficiente para la
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recuperacion completa del animal y la eliminacion de la droga de su cuerpo.
De este modo las ratas se sometian a exposiciones de mas de 2000 ppm

diarias.

La diferencia entre los experimentos realizados puede observarse en los
diferentes momentos en los que se inyectd el marcador proliferativo BrdU.
Asi pues, en el primer experimento se administraron 4 pulsos de 70 mg/kg
(cada 2 horas) un dia después del tratamiento de 24 dias con tolueno
administrandose en 2 sesiones por dia (Fig.18). Este experimento fue

disefiado para analizar el efecto de esta droga sobre la PROLIFERACION

celular.
Dia 25:
4 inyecciones de BrdU
(70 mg/kg., i.p.)
Periodo de
adaptacion

1
! 24 dias de inhalacion de tolueno
v 2 sesiones al dia) v

[}
]
]
]
]
Dia 1 Dia 24 E
v
Dia 25
]
[ ]
v
Sacrificio

Figura 18. Diagrama del Experimento 1 - PROLIFERACION.
Exposicion al tolueno durante 24 dias (con dos sesiones al dia), con un
protocolo de administracion de BrdU de 4 pulsos en un dia con dosis de 70
mg/kg, aunque en este experimento se inyecto tras la intoxicacion al tolueno,
puesto que se queria marcar la capacidad proliferativa tras la inhalacion
cronica.
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En el segundo experimento, donde se estudio el efecto del tolueno sobre
la SUPERVIVENCIA se administrd una inyeccion diaria de BrdU (40
mg/kg, i.p.) simultdneamente a la primera semana de exposicion al tolueno
(durante 24 dias, con dos sesiones diarias). Un diagrama explicativo de este

experimento se muestra en la Fig.19.

Dia 1-7:
7 inyecciones de BrdU
(40 mg/kg., i.p., diariamente)

Periodo de
adaptacion

ag---=---

oz | LT
] 1
, 24 dias de inhalacion de tolueno !
v (2 sesiones al dia) *
Dia 1 Dia 24
'
v
Sacrificio

Figura 19. Diagrama del Experimento 2 - SUPERVIVENCIA.
Protocolo de inhalacion de tolueno durante 24 dias, en dos sesiones al
dia, para el estudio de la maduracion celular en el DG. En este caso,
s6lo se dio un pulso de BrdU de 40 mg/kg cada dia durante la
primera semana de exposicion a la droga.
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En el tercer experimento, destinado al estudio de la MADURACION de
las células marcadas tras la inhalacion al tolueno, el BrdU se inyect6 en 4
pulsos diferentes de 70 mg/kg (cada 2 horas), 1dia antes del tratamiento

cronico con tolueno (Fig.20).

Dia 0:
4 inyecciones de BrdU
(70 mg'kg., i.p.)
1

Periodo de
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24 dias de inhalacion de tolueno
(2 sesiones al dia)
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i
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Dia 1 Dia 24
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Figura 20. Diagrama del Experimento 3 - MADURACION. Del
mismo modo que en el caso anterior se administraron dos sesiones
diarias de tolueno durante un largo plazo (24 dias) para el estudio
de la supervivencia. En este caso, se dieron 4 pulsos de BrdU (70
mg/kg) un dia antes del tratamiento con la droga.

Por ultimo, en el experimento dedicado al analisis de los CAMBIOS EN
LA ULTRAESTRUCTURA, se estudid el efecto créonico sobre la
organizacion y el namero de los diferentes tipos celulares situados en las

zonas neurogénicas empleando el microscopio electrénico de transmision,
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con el objetivo de hacer un estudio comparativo de la diferente afectacion de
estas zonas por el tolueno. En este caso no se administré BrdU a los
animales, puesto que no era necesario para la realizacion del objetivo

programado.

3.3.2.2. ESTUDIOS DE LA EXPOSICION DEL TOLUENO SOBRE EL
DESARROLLO

En este estudio el objetivo fue analizar el efecto de la exposicion a
tolueno durante el desarrollo del cerebro. Para ello la inhalacién al tolueno

se prolongo6 durante 72 dias, siendo €ste un tratamiento crénico.

Durante este tratamiento se ha sometido a una exposicion de las madres
durante 37 dias, con dos sesiones diarias de inhalacion al tolueno. Tras este
tiempo, las ratas (tanto las tratadas con tolueno como los controles) fueron
cruzadas con ratas Wistar macho adultas durante una semana. Tras
comprobarse que todas habian sido fecundadas, examinando la presencia de
espermatozoides en la vagina del animal, se retomo la exposicion al tolueno

que habia cesado durante la semana de copula.

Durante el dia 16 de gestacion (tomando una medida promedio de
fecundacion para establecer el dia 1), se administré BrdU inyectando
intraperitonealmente 4 pulsos de 70 mg/kg , considerando que seria un

marcaje tanto para las madres como para las crias, puesto que estaban
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aproximadamente a la mitad del periodo de gestacion. De este modo se
preparaba el grupo adecuado para los experimentos sobre el efecto del

tolueno SOBRE LA NEUROGENESIS.

Los partos tuvieron lugar tras 20-24 dias, aproximadamente, después de
observarse que estaban fecundadas. Durante la semana en la que se esperaba
que los partos acontecieran, las ratas fueron vigiladas de forma continuada,
puesto que existia el riesgo de que algunas de las crias que nacieran muertas
fueran devoradas por sus madres. Ademas de esto, las sesiones de
exposicion a tolueno diarias continuaban con normalidad. Con la intensa
vigilancia que se efectu6 durante este periodo de partos, se consiguid
detallar el nimero de crias nacidas tanto vivas como muertas, sus medidas
corporales y craneales, su peso y fotografiar las anormalidades aparecidas
tras la exposicion al tolueno. Todos estos pardmetros se detallaran en el

apartado de resultados de la presente tesis.

Tras los nacimientos de las crias, las madres continuaron siendo
expuestas a las dos sesiones diarias de tolueno hasta que las crias llegaron a
sus 21 dias. Puesto que las madres continuaban enjauladas con sus crias,
cuando ellas quedaban afectadas por el tolueno en la camara de

intoxicacion, exponian al tolueno a sus crias a través de la leche materna.

Tras éstos 21 dias, se produjo el destete, y fué a partir de aqui cuando se
realizaron las pruebas de comportamiento, tanto con las madres como con

las crias. Aunque ya no se administraron mas sesiones de tolueno. Por tanto,
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a continuacién pasaremos a detallar cuales fueron los experimentos DE

CONDUCTA llevados a cabo.

» Protocolo de campo abierto

En este test las crias tenian una edad promedio entre el dia 23 o 25
postnatal. Las madres también fueron sometidas a este test, siguiendo los

mismos parametros que las crias.

En esta prueba, previamente descrita con animales tratados con tolueno
por Hougaard (Hougaard et al., 1999), se pretendia analizar el nivel de
actividad locomotora de los animales, para ello, se dejaban en el area central
de uno de los 4 cuadrantes iguales en los que se habia dividido una caja de
100 x 100 cm de metacrilato negro. La division de la caja permitia hacer el
mismo test a 4 animales a la vez. Durante 3 dias consecutivos se llevd a

cabo una Unica sesion de 15 minutos/dia. (Fig.21).

La prueba se realizaba en una habitacion totalmente aislada y en silencio,
sin la presencia de ningiin experimentador, para no distraer la atencion de
los animales. De modo que los animales se grababan con el “software
Viewpoint” de conducta, que dibujaba automéaticamente el recorrido que
realizaba cada animal durante la prueba, dando resultados de la distancia

recorrida incluso cada milisegundo.
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Se pretendia cuantificar la distancia que recorria cada animal, segundo a
segundo, teniendo la posibilidad de moverse libremente por una zona
disponible, como era su cuadrante, que nunca habia explorado con
anterioridad. Posteriormente se establecerian diferencias entre el grupo
control y los animales tratados con tolueno, tanto de las madres como de las

crias.

C D

Figura 21. Representacion esquematica de los cuadrantes
utilizados para la prueba de campo abierto. Cada cuadrante
recibia el siguiente nombre A (cuadrante 1), B (cuadrante 2), C
(cuadrante 3) y D (cuadrante 4). El numero 1 corresponde al area
total del cuadrante y el nimero 2 al area central donde se dejaba el
animal.

> Protocolo de reconocimiento de objetos

En este caso los animales tratados fueron tanto las madres como las crias,
con una edad entorno a los P26a P28. El test se realizo en la misma caja de

metacrilato que en la prueba anterior, en la misma habitaciéon y sin la
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presencia del experimentador, y siguiendo los procedimientos previament
descritos por Mumby y su equipo (Mumby et al., 2002). Ademas, los
animales fueron grabados y los resultados se analizaron a partir de los

videos obtenidos.

Este test comprendia un periodo de habituacion de los animales a la
mitad de los objetos, que les fueron mostrados durante 5 minutos, 3 veces en
un mismo dia, justo el dia anterior a la realizacion de la evaluacion del test.
Se les mostraron los objetos en su misma caja de estabulacion, permitiendo
que los olieran y tocaran con total libertad, estos objetos serian llamados
objetos conocidos. La otra mitad de objetos no se les mostraba en ningun
momento antes de la evaluacion del test en la caja, por lo que serian
totalmente nuevos para el animal. El periodo de habituaciéon a la caja de
metacrilato no fue necesario ya que previamente habian realizado la prueba

de campo abierto en la misma caja.

Durante la evaluacion del test, se coloco a los animales en el centro del
cuadrante de la caja (4drea 1, Fig.21), y durante 5 minutos se le permitid
olfatear y tocar los objetos que aparecian en diagonal en el mismo
cuadrante. A continuacidon, se sacaba el animal de la caja de metacrilato y
se le devolvia a su caja de estabulacion durante 15 minutos. Después de este
tiempo se les volvia a colocar en el area central del cuadrante y durante tres
minutos se les permitia observar los objetos. En este segundo contacto, uno
de los objetos habia sido cambiado, por un objeto nuevo para el animal, es

decir, el animal que antes estaba expuesto a dos objetos que le resultaban
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conocidos (puesto que los habia explorado durante la habituacion), en el
segundo contacto se le exponia a un objeto nuevo (nunca visto antes), y al

conocido que mantenia la misma posicion (Fig.22).

En este caso, se media tanto el tiempo dedicado a la exploracion de los
objetos como las veces que la nariz del animal entraba en contacto con el
objeto (en este caso no se contaba el tiempo sino los eventos discretos del
contacto). Ademas, para confirmar los resultados obtenidos para el tiempo
de observacion de los objetos se empleo el indice de memoria, descrito por
Engel y su equipo (Engel et al., 2006) como el tiempo que el animal observa
el objeto novel dividido entre el tiempo total que estd explorando ambos

objetos, expresado en porcentaje.

Figura 22. Representacion
esquematica de la posicion de los
O A objetos para la  prueba de
reconocimiento de objetos. Se muestra
la posicion de los objetos en cada
cuadrante, como puede observarse
situados siempre en diagonal. El objeto
amarillo y redondo corresponde al objeto
conocido y el objeto rojo y triangular al
objeto nuevo para el animal. Las
posiciones de los objetos estaban
‘ O balanceadas para evitar cualquier posible

preferencia del animal por la posicion de
un objeto en concreto.

Of(»
O
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» Protocolo de reconocimiento de lugar

En este caso, el protocolo experimental se realizd bajo las mismas
condiciones que el protocolo de reconocimiento de objetos, y siguiendo las
directrices de los estudios de Mumby (Mumby et al., 2002). Unicamente se
establecen dos diferencias respecto al test anterior. La primera, fue que en
este caso se empleaban siempre objetos conocidos y el cambio se producia
en la posicion del objeto. Concretamente, se movieron los objetos de la
diagonal que podian explorar durante los 5 minutos del primer contacto,
hasta situar uno al lado del otro, moviendo Unicamente uno de ellos y
conservando la posicion del otro objeto, para su segundo contacto durante 3

minutos. Las posiciones se modificaron tal y como puede observarse en la

figura 23.
Figura 23. Representacion
O . esquematica de la posicion de los
objetos para la prueba de

reconocimiento de lugar. Se muestra
o . la posicion de los objetos en cada
cuadrante durante el segundo contacto
del animal con el test, es decir, cuando
. O el objeto se ha cambiado de posicion.
El objeto amarillo corresponde al
objeto que queda siempre en el mismo
. O lugar y el objeto azul es el objeto que
cambia su posicion desde la diagonal
hasta pasar al mismo al lado del objeto
que no ha sido movido.
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La segunda modificacion, consistid6 en que se colocaron claves
espaciales, tanto dentro de la caja, en las paredes de cada cuadrante (Fig.24),
como en las paredes de la habitacion proximas a la caja, donde se situaron

diferentes claves contextuales.

Figura 24. Claves espaciales empleadas para la prueba de
reconocimiento de lugar. A continuacion se muestran las claves
contextuales presentes en el interior de la caja de metacrilato
donde se realizé la prueba de reconocimiento de lugar. Todas
ellas fueron claves simples, para facilitar su discernimiento por
parte del animal.

En todas las pruebas experimentales se contaron las heces que cada rata
producia durante los test, para evaluar el nivel de estrés al que era sometida,
para posteriormente, comparar el estrés de las ratas tratadas con sus

controles.
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Ademas de los experimentos neurogénicos y de conducta se realizaron
otros para el andlisis de la ULTRAESTRUCTURA CELULAR mediante
microscopia electronica de transmision, con la finalidad de observar si la
exposicion crénica de tolueno afectaba a la organizacion de lo que se conoce
como nicho neurogénico del DG (Alvarez-Buylla y Lim, 2004; Quifiones-
Hinojosa et al., 2006; Lim et al., 2007), a la organizacion de las capas del

DG, a la morfologia celular y al niimero de células de microglia.

Se realizaron experimentos para estudiar el efecto del ESTRES
OXIDATIVO en la orina recolectada diariamente, puesto que, por lo
general, ésta es la principal causa bioquimica a la que apuntan los efectos de
las drogas sobre la neurogénesis tras una exposicion cronica (BashKatacova
et al., 2006; Cunha-Oliveira et al., 2008). Para ello se analizé el nivel del
metabolito 8-dGua, mediante LC/MS/MS, tal y como se explicard mas

adelante.

En la siguiente figura se muestra un esquema de los experimentos
realizados con los animales destinados al estudio de la administracion del
tolueno durante 72 dias, tanto para los experimentos realizados con las

madres como con los realizados con las crias (Fig.25).
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RATAS WISTAR HEMBRA DE 30 DIAS DE EDAD

|

-~

EXPOSICION DIARIA DURANTE 6 SEMANAS

‘ CONTROL SIN ‘ EXPOSICION AL TOLUENO

EXPOSICION A TOLUENO DURANTE 30 MINUTOS
DOS VECES AL DIA

U APAREAMIENTO GON MACHOS SANOS DURANTE 5 DIAS U

CONTINUACION DE LA INTOXICACION CON TOLUENO CON LOS MISMOS
PARAMETROS DE DOSIFICACION,
DURANTE TODO EL EMBARAZO Y DESTETE
{21d + 21 d =6 SEMANAS)

4 BrdU EN EL DIA E16 (4 x 70 mg/kg.)

% EN EL MOMENTO DEL PARTO, CUANTIFICACION DEL NUMERO
DE CRIAS NACIDAS VIVAS Y MUERTAS, ASI COMO REGISTRO DEL
PESO CORPORAL, DIAMETRO CEFALICO TRANSVERSO Y
LONGITUD CRANED CAUDAL.

|

i@ UNIFORMACION DE CAMADAS

| PRUEBAS CONDUCTUALES ‘

| | \/
lln’ .
\ /\/ MEDIDA DE ESTRES
OXIDATIVO

| PERFUSION INTRACARDIACA |

4 A Y

ESTUDIO AL
MICROSCOPIO | INMUNOHISTOQUIMICAS

ELECTRONICO

Figura 25. Protocolo experimental para el estudio del
efecto del tolueno durante el desarrollo. Pueden observarse
todos los pasos seguidos durante el procedimiento
experimental, se detallan tanto los animales empleados, dosis
de las drogas utilizadas, como los estudios realizados tras la
intoxicacion con tolueno.
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3.4. PROCESAMIENTO HISTOLOGICO

El método elegido para la fijacion de las estructuras fue la perfusion
transcardiaca de los animales, realizadas a diferentes tiempos, segin el
protocolo de cada experimento. Para ello, los animales se anestesiaron con
una inyeccion intraperitoneal subletal de pentobarbital sodico (50 mg / kg),
previa toracotomia y colocalizacion del catéter en el ventriculo izquierdo, se
procedié a administrar una solucién de solucion salina, elaborada con
cloruro sdédico al 0’9% en agua destilada. El paso de la solucion salina
arrastra toda la sangre del lecho vascular. Cuando el flujo que sale por la
auricula derecha tiene aspecto totalmente transparente, es un buen indicativo
de que es el momento adecuado para acabar con el paso de la solucion salina

y empezar con la solucion fijadora.

A continuacion se administro la solucién fijadora, en este caso se
emplearon dos esquemas diferentes, ya que algunas muestran se observaron
al microscopio Optico y otras al microscopio electrénico de transmision.
Para una caracterizacion inmunohistoquimica y posterior observacion en el
microscopio Optico, la fijacion de los sustratos se realizd con
paraformaldehido al 4%. En cambio, en el caso de las muestras destinadas a
microscopia electronica de transmision, se empled una combinacion de dos
fijadores, paraformaldehido al 2% junto con glutaraldehido al 2,5%, ambos
fijadores se disolvieron en tampon fosfato 0’1M y pH=7.4. La referencia
adecuada para saber cuando el animal estd suficientemente fijado es la

rigidez del cuello y de las extremidades superiores. El fijador se utiliza para
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mantener el tejido de forma que muestren el mayor parecido posible a su
estado in vivo, aumentando asi su dureza. Por Ultimo, se procediod a realizar

la extraccion del cerebro para su procesamiento histologico.

3.4.1. PROCESAMIENTO DE TEJIDOS PARA LA REALIZACION
DE LAS INMUNOHISTOQUIMICAS

En los experimentos destinados al estudio de los efectos de la cocaina se
realizaron cortes con un grosor de 25 um en el criostato (Microm HM 550)
(-20°C). Antes del corte, los cerebros fueron incluidos previamente en un
medio de montaje especifico (OCT), procediendo al corte, y recolectando
aquellos cortes que se obtenian desde los BO hasta el hipocampo posterior.
Para el estudio de los cerebros de los experimentos de inhalacion de tolueno,
estos se cortaron por vibratomo (Leica VT 1000S), con secciones de 40 um,
bajo las mismas coordenadas referidas con antelacion y colocados en botes
que contenian tampon 0’1M PB- Azida (0°1%). Los cortes de criostato y
vibratomo fueron repartidos en 6 series, paralelas entre si, para su estudio

inmunohistoquimico posterior.
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Inmunohistoquimica HRP-DAB

Para todas las inmunohistoquimicas de HRP-DAB, los cortes flotantes
fueron lavados con PB 0°1M, tres veces durante 5 minutos, para eliminar
restos de la solucién anterior. La actividad de la peroxidasa enddgena se
bloqued con metanol al 10% y H,O, 3%, preparada con tampon PB 0°1M,
con Triton X-100 al 0°2%, durante 10 minutos, a temperatura ambiente.
Después de consecutivos lavados con PB 0.1M, se les anadi6é suero de
bloqueo de la especie en que la que estaba hecho el anticuerpo secundario
preparado en tampon bloqueo, para evitar las posibles uniones inespecificas.
A continuacion, se incubaron los cortes durante toda la noche a 4° C, con el
anticuerpo primario correspondiente en cada caso. Seguidamente, se
efectuaron mas lavados con tampon PB 0°1M con Tritén X-100 al 0°2%,
para eliminar el exceso de anticuerpo primario restante y después se
incorpord el anticuerpo secundario biotinilado correspondiente, que se
diluyeron en PB 0’1M con Triton X-100 al 0°2% durante una hora. El
siguiente paso consistidé en amplificar la sefial con el complejo avidina-
biotina-HRP (Kit ABC, Vector, CA, USA). Por ultimo, se revelaba con
DAB-H,0;.

En la inmunohistoquimica de BrdU, se modifico el protocolo general
anadiendo HCl 2 N a 36° C, y posteriormente los cortes se trataban con

acido borico 0.1 M, para neutralizar el acido.

En algunas ocasiones los cortes se contratefiian con azul de toluidina 1%,

para mejorar la visualizacién del DG del hipocampo.
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Los cortes se montaron en portas previamente gelatinizados y se dejaron
secar hasta el dia siguiente. Una vez secos se deshidrataron con alcoholes de
concentracion creciente 70%, 90% y 100% durante 3, 3, y 5 minutos
respectivamente. Tras la deshidratacion los cortes permanecieron en xileno,
al menos 5 minutos, y se montaron con “Eukitt”. Todas las
inmunohistoquimicas reveladas con DAB, que han sido realizadas en el
presente trabajo, han sido observadas en un microscopio de campo claro
Nikon Eclipse E200, y para los casos en los que se ha empleado la cdmara

clara, ésta estaba acoplada a un microscopio, modelo Olympus CH30.

Inmunohistoquimica de fluorescencia

En las inmunohistoquimicas de fluorescencia, se usaron como
anticuerpos secundarios aquellos que estaban conjugados con fluor6foros
como el Texas Red, el Cy5, Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 555, Alexa Fluor
647, etc. Aunque siempre teniendo en cuenta que el anticuerpo secundario
debe reconocer a la especie animal en la que esté elaborado el anticuerpo

primario, para unirse a ¢l de manera especifica).

En algunos casos se empled un marcador de nucleos celulares, el DAPI
(Sigma-Aldrich), que se prepard en agua destilada milliQ, y en el que se
dejaron incubar los cortes durante 15 minutos, para posteriormente hacer

dos lavados con agua destilada.

En el caso de la fluorescencia los cortes también se montaron sobre los

portas gelatinizados como se ha explicado anteriormente, y rapidamente, sin
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dejarlos secar, se cubrieron empleando “Fluorsave” como medio de montaje

adecuado para la fluorescencia.

Para el estudio de la muerte celular, se examinaron las cuerpos
apoptoticos por el método del TUNEL (“terminal deoxynucleotidyl
transferasemediated dUTP nick end-labeling”), con el kit de deteccion de
muerte in situ (“Dead End Fluorometric TUNEL System”, Promega), o

bien, mediante inmunohistoquimica de la caspasa 3.

Para el analisis de las inmunohistoquimicas por fluorescencia, se utilizé
el microscopio de fluorescencia (Leica DM 6000 B), con camara Leica
DFC 480 (color), y Leica DFC 350 (blanco y negro).En los casos en los que
se necesitaba obtener mayor precision en las inmunohistoquimicas
fluorescentes realizadas se empleaba el microscopio confocal. Todas las
imagenes se obtuvieron mediante un método secuencial, con la finalidad de
evitar en lo posible cualquier tipo de sefial cruzada entre los canales. Para
ello se ha contado con dos equipos diferentes, el microscopio confocal de
modelo Leica LCS-SP, bajo la supervision del personal del “Servei Central
de Suport a la Investigacid6 Experimental” (SCSIE) de la Universitat de
Valéncia para los trabajos realizados con la cocaina. En cambio, los estudios
con tolueno se realizaron con el microscopio confocal del Centro de
Investigacion Principe Felipe, cuyo modelo es Leica TCS SP2 AOBS, y
contando con la excelente asistencia técnica del personal del servicio de este

centro.
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3.4.2. PROCESAMIENTO DE TEJIDOS PARA MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE TRANSMISION

Para el procesado de las muestras al microscopio electronico se realizé el
siguiente protocolo de inclusion, en el cual tras la postfijacion realizada con
el tetradoxido de osmio 2% durante 2 h, en oscuridad y temperatura
ambiente, se realizaron lavados con H,O destilada para eliminar el osmio, y
a continuacion la muestra se sometid a una deshidratacion. Se pretendia
lograr el reemplazo del medio acuoso utilizando una serie gradual de
concentraciones crecientes del agente deshidratante. La serie comenzd con
una concentracion de 30° seguida por 50°, 70° de etanol. Tras estos lavados
se le dio contraste a la muestra utilizando el acetato de uranilo al 2% en
alcohol de 70° éste reacciond lentamente con el etanol por lo que se dejo
que actuara durante 2h 30’ en nevera. Tras el contraste se continud con la
serie de deshidrataciones de los alcoholes, partiendo del alcohol de 70°, para
seguir con los bafios en alcoholes de 96° y 100°, hasta pasar a los lavados
con el oxido de propileno, utilizando este disolvente como solvente de
transicion. El siguiente paso fue cambiar las muestras con un pincel desde
la solucién del disolvente a la resina epoxi empleada, la araldita (Durkupan,
Fluka), donde se mantuvieron en agitacion y en oscuridad durante toda una
noche. Tras este periodo de incubacién se metieron las muestras entre
acetatos y se dejaron polimerizar durante 3 dias en estufa de 70°, tras los
cudles las muestras estaban listas para su posterior corte. Una vez
polimerizadas, las muestras se obtuvieron cortes semifinos con un grosor de

1,5 um, y cortes ultrafinos cuyo grosor es de 70 nm con un ultramicrotomo
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Leica Ultracut UCT, con el ocular de Leica MZ6. Los cortes semifinos
fueron contratefiidos con azul de toluidina para su analisis y los cortes
ultrafinos se montaron el rejillas de cobre de ojal recubiertas con fomvar y
tefiidas con la citrato de plomo de Reynols, par su posterior analisis en el
microscopio electronico FEI Tecnai Spirit, con una magnificacion de
imagenes de 2K a 20K obtenidas con una camara de alta resolucion
(“Morada Preview”), y analizadas posteriormente con dos programas
software diferentes, con el “Image Tool 3.0” y con el programa “AnalySIS”

(iTEM FEI).
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3.5. ESTUDIOS CON LC/MS/MS: MEDIDA DEL ESTRES
OXIDATIVO Y DE LA INTOXICACION POR TOLUENO

Una de las técnicas mas ampliamente utilizadas para detectar la
peroxidacion lipidica es la determinacion de sus metabolitos mediante
cromatografia liquida de masas (LC/MS/MS). Este tipo de determinacion
directa y cuantitativa, es un método mucho mas sensible que los métodos
derivativos o indirectos de los kits, basados en la gran capacidad del
metabolito de estudio, de reaccionar con otras moléculas, dando lugar a
compuestos secundarios con alguna caracteristica especial (fluorescencia,
volatilidad, color, etc.) que permitan su cuantificacion. Por ello, en la
presente tesis se ha empleado el método mas sensible para la deteccion del
metabolito 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdGua), como bioindicador o
biomarcador de la presencia de estrés oxidativo, ademas de emplear esta
misma técnica de MS/MS para el andlisis de uno de los metabolitos

secundarios producidos tras el metabolismo del tolueno, el acido hiptrico.

La técnica de HPLC/MS/MS, ya ha sido empleada para la medida de 8-
OHdGua en orina, como indicador de estrés oxidativo, como en el estudio
de Chien (Chien et al., 2005), para el caso de humanos expuestos al
mercurio, e incluso, se han elaborado estudios similares a los que se
presentan en esta tesis, en los que se analiz6 la presencia de 8-OHdGua tras
la exposicion de un grupo de ratas al tolueno durante 7 dias (con una dosis

de 1500 ppm, durante 4h por dia). Del mismo modo, también se han
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encontrado estudios que emplean la técnica de MS/MS para la deteccion del

acido hipurico (Sztcs et al., 2002, Kumagai y Matsunaga, 1997).

La metodologia empleada para el andlisis de la orina de las ratas
expuestas al tolueno durante los dos experimentos, fue la que se utiliza
normalmente en este tipo de andlisis. De este modo, en primer lugar se
centrifugd la orina recolectada con la intencidon de eliminar impurezas y
ademas se filtr6 para impedir posibles obstrucciones en el aparato de
medida. A continuacion, se procedid al desarrollo del protocolo
experimental tipico para los procedimientos con el LC/MS/MS, tanto para
las muestras, blancos como para los patrones. Asi pues, se obtuvo una recta

patron con concentraciones desde 0.002 microM a 5 microM.

Para la precision del sistema se evaluaron tres parametros: tiempo de
retencion, area y altura, hallandose un coeficiente de correlacion r=0,95 para

el metabolito de acido hipurico y una r=0,99 para el 8-OHdGua.

Se utilizd un equipo LC-10AD, marca Shimadzu, con un “Micromass
Quattro™ triple-quadrupole mass spectrometer” (Beverly, MA, USA), con
inyector automatico. El espectrometro de masas estaba equipado con una
fuente de ionizacidon por electro-espray (“Z-spray electrospray ionization
source”). La columna cromatografica empleada fue de Teknokroma (3pum,
5 x 0.21), utilizando los parametros de flujo, temperatura, resolucion y
evaporacion estandarizados por el Servicio de HPLC /MS/MS de la

Universitat de Valéncia.
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Las condiciones tipicas de operacion fueron: sistema isocratico, flujo 0,2
mL/min, volumen de inyeccion 20 pl, los espectros fueron adquiridos
mediante una reaccion monitorizada de ionizacion multiple en positivo y
negativo (MRM) con un retraso inter-canal de 0.02 s. La fase movil fue

metanol al 100% grado HPLC.

159



3.6. ANALISIS DE LOS DATOS

La cuantificacion de las inmunohistoquimicas se realizd en ciego en
todos los casos estudiados, con un microscopio Nikon Eclipse E800,
contando entre 6-8 secciones seriadas del hipocampo del animal. Las células
positivas de cada marcador por seccion fueron sumadas y se obtuvieron las
medias para cada uno de ellos. En algunos casos se contaron los grupos de
tres 0 mas células que aparecen superpuestas (“clusters’) para este marcador

y para el Ki-67.

En los experimentos con el marcador BrdU, las células positivas se
dividieron en dos grupos, las células situadas en la capa subgranular y las

que se encontraban en la capa granular del giro dentado.

Para el analisis de las inmunohistoquimicas de DCX en los experimentos
de maduracion, se dibujaron 100 neuronas con camara lucida, seleccionadas
al azar a lo largo de todo el DG, es decir, con zonas anteriores, medias y
posteriores (He et al., 2005) (Fig.26). A partir de las imagenes obtenidas se
determind tanto la longitud del total del arbol dendritico desde el perikarion,
medida con un software de andlisis de imagen (“AnalySIS”, Leica), como el
nimero de dendritas que parten del soma, estos datos se verifacaron en
imagenes de fluorescencia obtenidas en el microscopia de fluorescencia

confocal.

Para esclarecer el nimero de dendritas se considerd, como la dendrita

primaria, la que surgia directamente del soma, que poseia mayor longitud, y
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de la que partian el resto de arborizaciones. La arborizacion secundaria es la
que nacia directamente desde la primaria, la terciaria corresponderia a la que
surge de la dendrita establecida como secundaria, siguiendo el mismo
criterio para las dendritas cuaternarias encontradas. Se realizaron los
mismos analisis con los animales expuestos a las drogas que con los
controles para establecer posteriormente las diferencias observables, tal y

como puede apreciarse en la figura siguiente (Fig. 26).

Posteriormente se clasificaron las 100 neuronas DCX+ dibujadas segun
su desarrollo dendritico en 5 tipos diferentes, siendo el tipo 1 (I) el
correspondiente a una célula muy simple, con una unica rama y de pequeio
tamano; el tipo 2 (II) con mayor tamafio que el anterior podia presentar una
Unica rama o dos a la sumo; el tipo 3 (III) generalmente poseia dos ramas y
mayor tamafio que el tipo 2; siguiendo el orden ascendente de tamafio el tipo
4 (IV) poseia mayor longitud del arbol dendritico y, por ultimo, el tipo 5
(IV) seria el que corresponderia el mayor arbol dendritico; ademas los tipos

4y 5 serian los que poseian dendritas secundarias, terciarias y cuaternarias.

Figura 26. Categorias
establecidas a partir de
la expresiéon de DCX.
Se  clasificaron las
neuronas  segin  su
arborizacién dendritica,
considerando la longitud
y numero de

7/ \! ramificaciones. Siendo el
tipo 1 (I) el menos
desarrollado y el tipo 5

I " "I Iv V (V) el que tiene un
mayor desarrollo  del
arbol dendritico.
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Para el analisis de la microglia se utiliz6 el marcador OX-42. La
determinacion del grado de activacion de la microglia se realizé dibujando
100 células con la camara clara (Fig.27), midiendo la expansion del arbol
dendritico con una plantilla de aros concéntricos separados cada 1 um. De
manera que, se contd las veces que la dendrita era cruzada por una aro
concéntrico, para evaluarse la media de cruces del total de neuronas
dibujadas por animal. Posteriormente se clasifico en categorias de activacion
todas las microglias dibujadas, para comparar las categorias obtenidas en
animales tratados y controles. El mismo método fue publicado por
Gonzélez-Pérez y colaboradores, y ha sido empleado en otros trabajos
(Gonzalez-Pérez et al., 2002; Zhang et al., 2009). Se siguid la escala de
categorias de activacion de la microglia descrita en la figura siguiente para

la clasificacion.

LR
N

Figura 27. Categorias establecidas a partir de Ila
inmunohistoquimica de O0X-42. Se clasificaron las células de
microglia seglin su nivel de activacion. De este modo se observa que las
células menos activas son aquellas que poseen una mayor extension del
arbol dendritico, y las mas activas son las de tamafio mas reducido, sin
apenas arbol dendritico aparente, puesto que se ve compactado en el
soma. La flecha de debajo de las células dibujadas indica el sentido de
activacion de la microglia, indicando el azul una menor activacion y el
color roja la activacion maxima.
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En las inmunohistoquimicas fluorescentes se contaron las células totales
presentes en el DG, posteriormente las células marcadas con cada
fluorocromo refiriéndolas respecto al total de células, y a continuacion las
células que se marcaban con varios fluorocromos a la vez, es decir, aquellas
que eran dobles o triplemente marcadas, también refiriéndolas a las células
totales. Para corroborar que las células se contaban adecuadamente, se
hicieron recuentos en varios niveles de plano focal (planos Z), de cada
imagen obtenida al microscopio confocal, observando cuando una célula
aparecia y desaparecia en cada plano Z, para no producir un error de conteo
por defecto o exceso. Aunque el andlisis de las inmunohistoquimicas se
basd en el conteo de células, los datos se confirmaron analizando la
intensidad de color de cada marcador fluorescente, para ello, durante la
captura de imagenes, se mantuvieron siempre las mismas condiciones
experimentales en el confocal. Ademas de esto, siempre se realizaron los
conteos en ciego y se estudiaron varios hipocampos (varios cortes), del
mismo animal, para posteriormente obtener una media por cada uno de

ellos, y después una media para cada tratamiento experimental.

Para los estudios de las inmunohistoquimicas de GFAP y BrdU/NeuN, a
parir de imagenes de un solo plano oOptico, se midieron los niveles de
fluoresecencia empleando como medida los “ROI’S™ (regiones de interés)
de fluorescencia y utilizando el programa Methamorph version 7.0, cedido
por el Servicio Confocal del Centro de Investigacion Principe Felipe. En el
programa se establecia una intensidad de color correpondiente al ruido de

fondo, para que el programa valorara la intensidad de la fluorescencia en el
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area seleccionada (inicamente el DG) por encima del ruido. Estos valores
de intensidad se median en pixeles (“ROI’S pixeles”). El hecho de poder
eliminar en todas las imagenes el mismo ruido de fondo (tanto en todos los
planos del mismo animal, como entre animales) y correlacionar la marca de
DAPI como una constante que permite evaluar la expresion de marcadores
inmunohistoquimicos, y asi, poder calcular la porcion de expresion por area
de interés cada vez, esto permite que el estudio sea lo suficientemente
riguroso como para que sus resultados sean aceptables. De este modo, se ha
obtenido un indice de intesidad de fluorescencia basado en la fluorescencia
del marcador expresado en una poblacion celular concreta entre la poblacion

total de células (Chen et al., 2006).

En el caso de los experimentos al microscopio electronico, se realizaron
estudios diferentes para cada droga estudiada. Asi en el caso de la cocaina se
cuantificaron diferentes caracteristicas de los botones, estableciendo las
siguientes categorias de andlisis: area total del boton, area de las espinas
dendriticas, area cubierta por vesiculas sinapticas, area ocupada por zonas
activas, nimero de zonas activas, area mitocondrial, y por tltimo, el nimero
de mitocondrias. En cambio, para los estudios con tolueno se analizaron los
nichos neurogénicos, tanto de la SVZ como del DG, midiendo los diferentes

tipos celulares y refiriéndolos para el total del area estudiada.

Los resultados obtenidos de los conteos de las inmunohistoquimicas, las
pruebas de conducta, al igual que los del experimento de microscopia

electronica, se analizaron mediante el test de ANOVA, mientras que los
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obtenidos de la categorizacion dendritica se evaluaron mediante test no-
paramétricos (test de KolmogoroveSmirnoff), en todos estos casos se
emple6 el programa “Statview 5.0”. Ademas se utilizd6 el programa
estadistico GraphPad Prism, para los andlisis en los que se empleo el test T-
student. En todas las graficas se muesra la media de cada grupo junto con el

error estandar (SEM) para el ajuste de las barras de errores.
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4.1. COCAINA

4.1.1. EXPOSICION

La exposicion a la cocaina no produjo cambios bruscos de peso corporal,
ni modificaciones fisicas aparentes, aunque si se produjeron ciertos cambios
en la conducta de los animales expuestos a la cocaina, observandose hiper-

actividad y mayor excitabilidad en los animales tratados con esta droga.

No se observaron cambios macroscopicos en la estructura del hipocampo
entre los animales controles y los tratados. Ni defectos aparentes en la

organizacion celular de las diferentes capas que componen el hipocampo.

4.1.2. PROLIFERACION

El tratamiento con cocaina durante 8 dias, produce una reducciéon en las
c€lulas BrdU+ del 36% [F (1,13y = 9.615, P = 0.008], comparado con los
controles, el mismo porcentaje de reduccion se encontrd para los grupos de
células BrdU+ [F (1,13) = 6.976, P = 0.020], considerando como grupos de
células cuando se presentan muy juntas tres o mas células marcadas

(Fig.28).
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Figura 28. Efecto de la cocaina sobre la proliferacion celular. Las fotos muestran
inmunohistoquimicas representativas de células BrdU+ en los animales control y los
tratados (las flechas sefialan las marcas BrdU+), y las ampliaciones donde pueden
verse células BrdU+ tanto en la capa granular (G) como en la subgranular (SG), las
dos primeras ampliaciones hacen referencia a animales con cocaina y la ultima
ampliacion a un animal control. (A) También se muestran los diagramas de barras
donde se observa una disminucion significativa en las células BrdU+ y (B) entre los
grupos con tratamiento y los controles. *P < 0.05, **P < 0.01.



Tal y como se muestra en las fotos de BrdU se encontraron grupos de
c¢lulas marcadas tanto en la capa granular como en la subgranular. Por
tanto, se observo una distribucion homogénea entre las capas del DG, tanto

en las células individuales marcadas como en los grupos celulares.

Para confirmar los datos obtenidos con BrdU, se us6 el marcador
endégeno Ki-67. Aunque los datos no fueron significativos
estadisticamente, debido a la variabilidad de los datos, el porcentaje de
reduccion para las células Ki-67+ es del 34% ([F (1,12) = 2.989, P = 0.109]),
similar al obtenido con el BrdU y del 29% contabilizado para los grupos de

células Ki-67 ([F (1.12 = 3.002, P = 0.109]) (Fig.29).
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Figura 29. Efecto de la cocaina sobre el marcador Ki-67. En las
graficas se observa el descenso en el nimero de células Ki-67+ (A) o
para los grupos de células Ki-67 (B) de los animales tratados con
cocaina, aunque los datos no fueron significativos.
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A la vista de los resultados obtenidos para los marcadores de BrdU y Ki-
67, podemos concluir que, la exposicion de cocaina a corto plazo (8 dias)

reduce la proliferacion celular en el DG.

4.1.3. SUPERVIVENCIA

En este protocolo las inyecciones de BrdU se dieron durante la primera
semana del tratamiento con cocaina, y después se continudé con la
administracion de cocaina durante 17 dias mas, siendo un total de 24 dias de

exposicion.

En primer lugar, se estudiaron los efectos sobre la supervivencia a partir
del marcador de BrdU, y no se vieron diferencias significativas  [F (1,14)=
1.110, P = 0.309] entre ambos tratamientos, aunque si que se producen una
reduccion del 28,85 % (Fig.30). Por tanto, la cocaina no disminuye la
supervivencia de las nuevas células generadas en el DG. Las células
marcadas con BrdU se situaban principalmente en la capa granular del
hipocampo, siendo un 70% mas las células BrdU+ presentes en la capa

granular que en la capa subgranular.

Ademas, se analizd la proliferacion a partir del marcador de Ki-67,
observandose una reduccion del 35%, y diferencias estadisticamente
significativas entre los tratados con cocaina y los controles [F (1,14) = 11.040,

P =0.005] (Fig.30).
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Figura 30. Efectos de la cocaina sobre la supervivencia celular. No se
muestra efecto sobre la supervivencia, ya que no existe una diferencia
significativa en el BrdU+ tras 24 dias de tratamiento con cocaina (A), y en la
grafica B se muestra el descenso en el marcador Ki-67+, tal y como se
esperaba debido a la reduccion en la proliferacion.

A la vista de los resultados podemos concluir que la exposicion a largo
plazo no afecta a la supervivencia. Sin embargo, hemos de tener en cuenta
que administramos conjuntamente BrdU y cocaina. Este hecho, nos impide
diferenciar el efecto de la droga sobre la proliferacion y la supervivencia
celular, debido a que las células marcadas por primera vez con el BrdU, se
veian afectadas tanto en su fase de proliferacion como en su posterior fase
de supervivencia. Para poder diferenciar los efectos se realizd otro
experimento en el que se estudiaron los efectos de la exposicion de cocaina
sobre el crecimiento y maduracion de las células hipocampicas, tal y como

se muestra en el siguiente apartado.
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4.1.4. MADURACION

Se emplearon dos estadios temporales diferentes de exposicion a la
cocaina, ocho y veinticuatro dias, tratando con el marcador BrdU
administrado antes de cualquier tratamiento con la droga, con el objetivo de

estudiar la maduracion.

Como se esperaba, con el marcaje de BrdU antes del tratamiento las
diferencias a los 8 dias entre los grupos control y cocaina no fueron
significativas [F 9y = 3.123, P = 0.111] (Fig.31), ni tampoco a los 24 dias
de tratamiento [F (1,10) = 0.504, P = 0.494] (Fig.31).
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Figura 31. Efectos de la cocaina sobre la maduracion
celular. A. Tras un tratamiento crénico de cocaina de § dias no
se encuentran diferencias en el BrdU entre grupos control y
tratados. B. Tampoco se muestran diferencias con este mismo
marcador para 24 dias de tratamiento.
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En cuanto al marcador de DCX para las neuronas dibujadas, los
resultados no fueron significativos estadisticamente para la longitud
dendritica, tanto a los 8 dias [F 207y = 0.263, P = 0.608], como a los 24 [F
a206 = 1.105, P = 0.294] (Fig.32). Del mismo modo, no fueron
significativos los datos para el nimero de ramas, a los 8 dias de exposicion
[F (1207 = 0.283, P = 0.595], ni a los 24 dias [F (1206) = 0.015, P = 0.902]
(Fig.32).
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Figura 32. Efectos de la cocaina sobre el marcador DCX. Resultados
obtenidos para la longitud (A) y numero de ramas (B) a los 8 dias, y para
los 24 dias de tratamiento (C) (D). En ningun caso se observaron
diferencias significativas estadisticamente entre animales tratados con
cocaina y controles.
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Como confirmacion a los resultados obtenidos para la medida de la
longitud y del nimero de dendritas, se realizo un estudio de clasificacion de
los diferentes tipos celulares marcados con DCX para las neuronas
dibujadas tanto tras el tratamiento de 8 dias de cocaina como en el de 24
dias de exposicion a la droga (Fig.33 y 34). Los resultados obtenidos para el
nimero de células clasificadas como tipo 1 no fueron significativos
estadisticamente ni tras 8 dias de exposicion [F (19) = 0.054, P = 0.822] ni
después de 24 dias [F (1,10 = 0.461, P = 0.461], aunque en este ultimo caso
se observd un incremento del 10.01% en el numero de células de cocaina
sobre la media de los controles. Las medias de los animales control y de los
tratados fueron practicamente iguales para el caso del numero de células
clasificadas como tipo 2 tras 8 dias de cocaina [F (1 9)=0.002, P = 0.962], en
cambio, bajo el tratamiento mas largo, de 24 dias [F (100 = 0.493, P =
0.499], se observé un aumento de la media de los controles en un 16.67%,
aunque las diferencias tampoco resultaron significativas estadisticamente.
Del mismo modo que en el caso anterior, la media de los animales control
(5.200 £+ 1.356) fue similar a la de los animales tratados con cocaina durante
8 dias (5.667 + 0.9545) para el tipo 3, por lo que no se obtuvieron
diferencias significativas [F (19) = 0.083, P = 0.779], pero tras 24 dias de
cocaina la media de los animales control y los tratados fue diferente,
obteniéndose un incremento del 21.43% de la media del numero de células
DCX+ del tipo 3 en los animales control, aunque sin que estas diferencias
fueran significativas [F (1190 = 0.738, P = 0.410]. Tal y como se ha

observado para el resto de tipos celulares analizados no se han encontrado
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diferencias significativas para el tipo 4 ni tras 8 dias [F (19) = 4.088, P =
0.074] ni tras 24 dias [F (1,100 = 1.246, P = 0.290], aunque en este tipo 4 se
encuentan variabilidad en las medias, ya que para el tratamiento de 8 dias la
media de los controles (5.200 = 0.860) fue superior a la de los animales
tratados con cocaina (2.833 £ 0.792), por el contrario, para el caso del
tratamiento de 24 dias fue la media de los animales expuestos a la cocaina
(4.167 £ 1.195), la que fue mayor a la media de los controles (2.667 =+
0.615). Por ultimo, en el tipo 5 tampoco se observaron diferencias
significativas ni tras 8 dias [F (19) = 2.104, P = 0.181] ni tras 24 dias [F (1,10
=1.788, P =0.211], y en ambos tratamientos se obtuvieron diferencias entre
las medias de los controles y los tratados con la droga en las que se observé
un incremento de 40% en la media de los animales con cocaina durante 8
dias y un incremento del 77.06% en estos mismos animales sobre los

controles, para el caso de 24 dias de administracion de cocaina.

En las figuras 33 y 34 se muestran los resultados obtenidos para la
clasificacion de los tipos de células DCX+ tras 8 y 24 dias de tratamiento

consecutivamente.
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Figura 33. Efectos de la cocaina sobre los diferentes tipos celulares
DCX+, tras 8 dias de tratamiento. En el cuadro (A) se muestran los
tipos celulares estudiados, siendo el tipo I el correspondiente a un menor
desarrollo dendritico (tipo 1) y el tipo V el que corresponde a un mayor
desarrollo (tipo 5). A continuacion se muestran los resultados obtenidos
para el numero de células dibujadas correspondientes al tipo 1 (B), al tipo
2 (C), al tipo 3 (D), al tipo 4 (E) y por ultimo al tipo 5 (F). En ningin
caso se observaron diferencias significativas estadisticamente entre
animales tratados con cocaina y controles.
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Figura 34. Efectos de la cocaina sobre los diferentes tipos celulares DCX+, tras
24 dias de tratamiento Puesto que se utilizo el mismo criterio de clasificacion de
tipos celulares DCX+ se muestra el mismo cuadro (A) que para el caso del
tratamiento con cocaina durante 8 dias, donde se muestran los tipos celulares
estudiados, siendo el tipo I el correspondiente a un menor desarrollo dendritico (tipo
1) y el tipo V el que corresponde a un mayor desarrollo (tipo 5). También se
muestran los resultados obtenidos para el numero de células dibujadas
correspondientes al tipo 1 (B), al tipo 2 (C), al tipo 3 (D), al tipo 4 (E) y por tltimo al
tipo 5 (F). En ninglin caso se observaron diferencias significativas entre animales
tratados con cocaina y controles.
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Para confirmar los resultados obtenidos en el estudio de la maduracion,
se realizd una inmunohistoquimica de fluorescencia BrdU/DCX. En la
que se obtuvieron resultados similares a los anteriormente analizados en
la maduracién. De este modo, en el estudio de la colocalizacion de
células BrdU+/DCX+, no se encontraron diferencias significativas entre
las ratas que recibieron cocaina y las que recibieron salino (Fig.35). Los
valores estadisticos para el experimento en el que se inyectd la cocaina
durante 8 dias fueron de [F (1307 = 1.471, P = 0.226], y para el
experimento de administracion de cocaina durante 24 dias de [F (1,105 =
0.070, P = 0.792], siendo las dos diferencias estadisticamente no
significativas. Las medias aritméticas para los controles a los 8 dias
(78.42 £ 2.99%), y a los 24 dias (29.20 = 4.30%), resultaron muy
semejantes entre ellas, al igual que las medias de los animales expuestos
a la cocaina, tanto a los 8 dias (84.03 + 3.37%), como a los 24 dias (30.95
+5.07%) (Fig.35).

Es importante sefialar que la marca del DCX sobre las neuronas
inmaduras se distribia uniformemente tanto en la capa granular como en la
subgranular. Al igual que el doble marcaje con BrdU/DCX también se

observo tanto en la capa granular como en la subgranular.
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Figura 35. Efectos de la cocaina sobre la maduracion neuronal. En
la parte superior se muestran tres fotos: en la primera, se ven las células
BrdU+, las DCX+ en la segunda y en la tercera fotografia la
colocalizacion de ambos marcajes. El numero 1 corresponde a una
célula BrdU+ que no colocaliza con DCX, mientras que el nimero 2 es
una célula BrdU+/DCX+. En la parte inferior se observan las graficas
obtenidas para los perfiles doblemente marcados con BrdU/DCX para
los experimentos tras § dias de tratamiento con cocaina (A) y para el
experimento tras 24 dias de administracion de la droga (B).
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Con la intencion de verificar si existia un defecto maduracional, se
procedi6 al estudio, al microscopio electronico de transmision, de los
axones de las neuronas inmaduras del DG, que inervan la zona CA3,
constituyendo las fibras musgosas. Para ello, se estudio la existencia de
anormalidades morfologicas en los animales expuestos durante 24 dias a la
cocaina. Concretamente se analizaron al microscopio 200 botones sindpticos
de la zona CA3, pensando que si existia alguna alteracion del DG producido
por la cocaina, podria reflejarse en alteraciones de la ultraestructura de los

botones.

Para ello se midieron distintos pardmetros de los botones sinapticos (area
de la terminal sindptica, area de las espinas dendriticas, area ocupada por
vesiculas, area ocupada por zonas activas, numero de zonas activas, area
ocupada por mitocondrias y nimero de mitocondrias) (Fig.36), no
encontrando ninguna diferencia significativa entre ratas controles y las ratas
tratadas con cocaina durante 24 dias, tal y como se muestra en los datos de

la siguiente tabla (Tabla 5).

182



Capitulo - 4 Resultados

Salino

Cocaina

Figura 36. Fotomicrografias al microscopio electrénico mostrando
los botones sinapticos en CA3.La linea de puntos negra marca el area
de la terminal sinaptica, el rectangulo blanco sefiala una zona activa, el
numero 1 corresponde a las vesiculas, el 2 a las mitocondrias y el
nimero 3 hace referencia a las espinas dendriticas.
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ZONA ESTUDIADA ( pm?) F-VALOR P-VALOR
Area de la terminal sindptica F (1. 166) = 0.964 0.328
Area de las espinas dendriticas F 1,205y = 1.455 0.229
Area ocupada por vesiculas F (1,215 = 0.001 0.997
Area ocupada por zonas activas F (1211)=1.505 0.221
Numero de zonas activas F (1216)= 0.676 0.412
Area ocupada por mitocondrias F (1,208) = 0.001 0.996
Numero de mitocondrias F (1216 = 2.652 0.105

Tabla 5. Estructuras estudiadas en los botones sinapticos de la CA3.
Tras la administracion de 24 dias de cocaina no se encontraron efectos
significativos en los valores analizados en los botones sinédpticos.
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4.1.5.MUERTE CELULAR

Se procedio a realizar el conteo de células TUNEL + (Fig.37), para saber
si se producia muerte a causa de administracion de cocaina durante 24 dias
(experimento de supervivencia). No se encontraron diferencias significativas
entre los grupos [F (1,12 = 0.133, P = 0.721], siendo el nimero de células
TUNEL+, muy bajo en los controles (0.93 + 0.35 células por seccion), al
igual que en el grupo que recibi6 cocaina (1.07 £ 0.17 células por seccion).
La diferencia entre animales control y cocaina fue de una reducciéon del

13,08% en los controles, respecto a los animales que fueron inyectados con

cocaina.

2 =

1,75 1
+ 1,51 Figura 37. Grafica de
g | TUNEL para los
2 1,25 experimentos con cocaina.
P 1 En la grafica se muestran las
T diferencias entre el grupo
9 0,75 7 control y el grupo tratado
05 - con cocaina durante 24 dias,
donde se observa que la
0,25 media de los controles es
0 menor a la de los animales

Control Cocaina tratados con la droga.
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4.2. TOLUENO

4.2.1. EXPOSICION AL TOLUENO DURANTE 24 DIAS

4.2.1.1. EXPOSICION

Los animales inhalaron tolueno durante 24 dias, en dos sesiones diarias,
hasta que mostraban sintomas de intoxicacion graves por tolueno, es decir,
hasta que los animales quedaban tumbados, sin moverse, sobre la base de la
caja. El tiempo medio empleado en obtener estos sintomas fue de 28.125 +

8.714 minutos (Fig.38).

La variabilidad en esta media de tiempo fue debida a que la exposicion se
realizaba en zigzag, produciéndose los picos mas bajos en los dias 10 y 20
de intoxicacion, es decir, en torno a estos dias los animales mostraban
sintomas graves mas rapidamente, empledndose menos tiempo de

exposicion en estos dias.
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Tiempo de exposicion

Duracion de la inhalacion (min)

Dias de exposicion

Figura 38. Tiempo de exposicion. Esta grafica muestra la duracion de
cada inhalacidon al tolueno durante los 24 dias de exposicion. De este
modo pueden observarse las subidas y bajadas que se producen en el
tiempo de exposicion debido a que los animales necesitaban sesiones
mas reducidas tras haber soportado sintomas muy graves en la sesion
anterior, controlando en todo momento que el animal presentara
sintomas graves pero sin peligro de muerte.

Con los sintomas anotados durante la intoxicacion diaria se obtuvo una
escala de aparicion de sintomas, detallada a continuacién: en los primeros
tres minutos de exposicion las ratas exploran la caja, un par de minutos
después se observaban secreciones en la cavidad nasal y bucal, a
continuacion, en torno a los diez minutos desde el inicio de la intoxicacion,
los animales experimentan temblor en las patas (principalmente en las
delanteras). A medida que la intoxicacion continua, se producen temblores y

espasmos (aproximadamente en el minuto 18), dos minutos después, la
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aparicion de sintomas continua con  la dificultad para caminar,
incoordinacion en los movimientos y tambaleos (sobre el minuto 22), hasta
que dos o tres minutos mas tarde los animales caen, agitando sus patas
traseras y son incapaces de levantarse, tras dos minutos, es decir en torno al
minuto 27 de exposicion, los animales quedan inmoviles tendidos en el

suelo de la caja (Fig.39).

La concentracion de tolueno en la camara se ajusta a través de calculos
de prueba y error, tomando como referencia lo descrito por Goémez-Pinedo
en el 2005 (Gomez-Pinedo et al., 2005). La atmosfera controlada en la
camara de exposicion se obtuvo al evaporar tolueno en solucion. Los
calculos se hicieron al considerar que 1 ppm de tolueno a 25°C., equivale a
3,76 mg/l, 6=0,86 g/l a una presion vapor de 37,7 mm de Hg, logrando
obtener 2622 + 240 ppm (por cada 11.76 + 1.050 ml utilizados),

garantizando asi la concentracion de 2000 ppm.

Una de las esquinas se dejé sin ningun tubo de tolueno, para estudiar si
los animales mostraban preferencia por esta esquina. Durante el proceso de
intoxicacion fue visible que no sélo los animales no preferian esta esquina
libre de tubos con tolueno, sino que mostraban una clara preferencia por las
esquinas con el solvente, “esnifando” directamente de los tubos Corning,
incluso del tubo que poseia la bomba, superando incluso el temor inicial al

ruido que producia esta.
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Figura 39. Fotografias de los sintomas de intoxicacion por tolueno.
Fotografias tomadas durante la exposicion al tolueno, donde se muestran
algunos de los sintomas tipicos: tembores en patas delanteras (A),
temblores en todo el cuerpo e incapacidad para mantenerse de pie (B),
sedacion (C), por ultimo, el animal cae, sufriendo convulsiones y
agitando las patas traseras (D).
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Una de las caracteristicas principales de la inhalacién de esta droga es la
diuresis, por lo que se conto el volumen promedio de orina diariamente, que
fue de 12.188 £ 2.63 ml, para los animales expuestos al tolueno, y un
volumen de 7.380 + 1.35 ml, para los animales control, hecho que
demuestra que los animales fueron sometidos a exposiciones graves con

tolueno.

Con la intencion de demostrar que los niveles de tolueno empleados durante
los experimentos, producian el grado de intoxicacion deseada en los
animales expuestos a esta droga, se analizO mediante la técnica de
LC/MS/MS, el acido hipurico como bioindicador, puesto que se obtiene al

metabolizar el tolueno.

Para ello se analizo la presencia del metabolito de acido hipurico en las
muestras de orina recogidas diariamente durante el experimento de
exposicion al tolueno durante 24 dias. Obteniéndose unas concentraciones
de acido hipurico del orden de 1 a 5 uM, calculadas a partir del tiempo de

elucion y del area del pico de la gréfica obtenida al eluirse el 4cido hipurico.

En la figura 40 puede verse la elucion del acido hipurico a 15.46 min,
con ESI negativo para la transicion de 178>134 m/z tras una administracion
de 24 dias de tolueno. El pico aparecido antes del pico donde se ha sefialado
el &cido hipurico, también se ha considerado como acido puesto que aparece
en la misma transicion y en el mismo patron. Sin embargo, se han

descartado otros picos con areas muy inferiores o mucho mayores puesto
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que su tiempo de retencion se desplazaba mucho respecto al considarado

como pico de retencion del acido hipurico.

El analisis estadistico de las concentraciones obtenidas tras hacer todos
los ajustes necesarios, determind que existian diferencias significativas entre
la orina de los animales control y los tratados con tolueno durante 24 dias.
Observandose, como era de esperar, valores mayores en la orina de los
animales que inhalaron el tolueno, puesto que aparece metabolizado en su
orina, y valores con un nivel basal en los animales control (P valor=0.0001,

t=6.773, df=13) (Fig. 40).

- o Figura 40. Valores obtenidos
£ 351 ** para el acido hipurico tras el
S 34 experimento de tolueno
E durante 24 dias. La gréfica
% 2,51 muestra como mediante
5 5 LC/MS/MS se obtuvieron
2 valores mayores de ac. Hipurico
S 151 = en la orina de los animales
3 1A tratados con tolueno que en los
£ niveles basales encontrados en
& 0,51 los controles. **P < 0.01.
0

Control Tolueno
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4.2.1.2. PROLIFERACION

En el presente experimento, los animales inhalaron tolueno durante 24
dias, al dia siguiente, se inyectdé BrdU tanto a los animales control como a
los tratados, y dos horas después de la tltima inyeccion con el marcador, se
perfundieron los animales. Los resultados observados, practicamente, no
mostraron variaciones en las medias de las células marcadas con BrdU,
entre el grupo de animales que inhalaron tolueno (11.4 + 1.1 células
BrdU+), con respecto a los animales control (12.2 + 0.6 células BrdU+). Por
ello, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en este

caso [F (14 = 1.122, P = 0.349] (Fig.40).

Ademas de esto, se estudiaron los grupos de células BrdU, es decir, se
contabilizaron las veces en las que las células marcadas aparecian en
agrupaciones de 3 o mas células, situadas unas muy cerca de otras,
practicamente en contacto e incluso solapadas. En este caso, tampoco se
obtuvieron diferencias significativas en el estudio de los grupos de células
BrdU+ [F (14) = 5.835, P = 0.0731], aunque la reduccion entre las medias
fue mayor, siendo de un 32.83% la reduccion obtenida tras el tratamiento

con tolueno respecto a los controles (Fig.41).
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Figura 41. Efectos de la intoxicacion con tolueno durante 24 dias
sobre la proliferacién. Para comprobar los efectos del tolueno
sobre la proliferacion se ha empleado el nimero de células BrdU +
(A), y la cantidad de grupos de células BrdU+ en el DG (B). En
ambos casos las diferencias no fueron significativas.

Con la intencidn de confirmar los resultados obtenidos en el andlisis de la
proliferacion, se estudid la ultraestructura del DG, mediante microscopia
electronica de transmision. Obteniéndose resultados coherentes con los de
la inmunohistoquimica, de modo que no se encontraron diferencias entre
los nichos neurogénicos presentes en los controles, ni en los animales
tratados con el solvente tras 24 dias de exposicion. Observandose en ambos
tratamientos proporciones similares de nichos neurogénicos, ademas de

conservarse una morfologia celular semejante.
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4.2.1.3. SUPERVIVENCIA

En el caso de la supervivencia en el que los animales fueron inyectados
diariamente durante la primera semana de exposicion al solvente, y
perfundidos tras los 24 dias de tratamiento con la droga, se observaron
diferencias en las células marcadas con BrdU. De este modo se encontraron
mas células BrdU+ en los animales tratados con tolueno (21.877 + 2.66) que
en los controles (13.54 + 1.10). Este aumento en las células marcadas,
resultd en una diferencia estadisticamente significativa [F (4) = 8.368, P =
0.044] (Fig.42). Las células marcadas con BrdU se presentaban distribuidas
uniformemente en la capa granular y subgranular del hipocampo

independientemente de que fueran controles o los tratados con tolueno.

25 7
20

15 1 T

10 1

Células BrdU+

Control Tolueno

Figura 42. Efecto sobre las células BrdU+ del experimento de
supervivencia tras la intoxicacién con tolueno durante 24 dias. Se
muestran los efectos significativos obtenidos tras la exposicion de 24
dias al tolueno. Observandose un claro aumento en el numero de células
marcadas con BrdU. *P < 0.05.
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Para estudiar la maduracion en este experimento de supervivencia, se
analizé el efecto sobre el marcador DCX, analizdndose tanto la longitud
total como el nimero de dendritas de cada una de las neuronas marcadas y
dibujadas, y en ambos casos las diferencias obtenidas fueron significativas
(Fig.43). De este modo, en el andlisis de la longitud total se observo un
aumento entre la media obtenida para los animales que inhalaron el tolueno
(2.261 £ 0.142 cm) y los animales control (1.651 + 0.112 cm), obteniéndose
un valor estadistico significativo que fue de [F (1262) = 10.120, P = 0.0016].
Analizando el nimero de dendritas se observaron diferencias significativas
para el numero de dendritas totales [F (14 = 17.230, P = 0.0142]. En cuanto
al nimero de dendritas secundarias la diferencia también fue significativa
([F (14 = 17.140, P = 0.0144]), siendo mayor la media del grupo tolueno
(20.93 £+ 1.543 dendritas) que la del grupo control (12.50 £+ 1.323
dendritas). Al igual que en las dendritas secundarias en las dendritas
terciarias las diferencias fueron significativas entre tratamientos ([F (14) =
15.470, P = 0.0171]), y la disminuciéon de la media del grupo control
respecto al grupo tratado con tolueno fue de un 61.24 %. AlGn mas
significativo fue el porcentaje de reduccion que se obtuvo para la media de
las dendritas cuaternarias, donde la reduccion de los controles fue del
85.71%, por lo tanto, las diferencias entre animales control y tratados fueron
significativas ([P = 0.0462, t=4.490, df=2]) debido a la variabilidad entre

animales.
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Figura 43. Efectos sobre el
marcador DCX del experimento de
supervivencia tras la intoxicacién
con tolueno durante 24 dias. En
estas graficas puede verse el efecto de
la intoxicacion al tolueno sobre el
marcador DCX, concretamente se
observaron diferencias significativas
para todos los valores medidos:
longitud del 4arbol dendritico(A),
namero de dendritas totales (B),
numero de dendritas secundarias (C),
nimero de dendritas terciarias (C), y
por ultimo numero de dendritas
cuaternarias. *P < 0.05.



4.2.1.4. MADURACION

En este experimento en el que se administro el BrdU antes del
tratamiento con tolueno se obtuvieron los mismos resultados que en el
experimento de estudio de la supervivencia y justo el resultado opuesto al
observado con la proliferacion. Asi pues, se observé un incremento del
29.62% de las células marcadas con BrdU+ en los animales que inhalaron
tolueno sobre los controles, siendo esta diferencia significativa

estadisticamente [F (1 4)=7.987, P = 0.0475] (Fig.44).

*

25 1 Figura 44. Efectos sobre el
numero de células BrdU+

20 1 del experimento de

3 maduracién tras la
'g 5 intoxicacién con tolueno
" - durante 24 dias. Se muestra
] | el efecto del tolueno sobre el
3 10 marcador BrdU, siendo la
diferencia significativa

a7 estadisticamente y
obteniéndose una media

Y mayor en los animales

Control Tolueno
tratados con tolueno que en

los controles. *P < 0.05.

Se realiz6 el mismo estudio exhaustivo con el marcador DCX para este
tercer experimento de maduracion, en €l también se obtuvieron diferencias
significativas tanto en la longitud como en el nimero de dendritas de las
neuronas dibujadas (Fig.45). En cuanto a la longitud, las diferencias
significativas observadas fueron las siguientes: [F (12499 = 9.066, P =

0.0029], al igual que en el experimento anterior la media de los animales
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tratados con tolueno (1.932 + 0.112 cm), fue mayor que la media de los
animales control (2.492 + 0.138 cm). También fueron coherentes con los
resultados anteriores las diferencias estadisticamente significativas [F (14) =
16.310, P = 0.0156], que se obtuvieron para el nimero total de dendritas.
Aunque en el caso de las dendritas secundarias las diferencias no fueron
significativas [F 14 = 4.117, P = 0.1123], la media del grupo control
disminuia en un 20.36% respecto al grupo con tolueno. En cambio, en las
dendritas terciarias si que se obtuvieron diferencias significativas [F (4) =
22.140, P = 0.0093], aumentando incluso la diferencia entre controles y
tratados (55.91%). Dicha diferencia se incrementd mas aun en la medida de
las dendritas cuaternarias, puesto que practicamente eran inobservables en el
grupo de animales control y si que aparecian en los animales que inhalaron
de manera cronica el tolueno [t=6.424, df=2, P = 0.0234]. Estos valores se

encuentran representados en la figura 46.

Ademas, se observd que la distribucion de las células DCX+ fue
mayoritariamente en la capa subgranular, aunque existan algunas células
marcadas con DCX en la capa granular, tanto en animales control como en

tratados.
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Figura 45. Células DCX+, dibujadas en camara clara, tras la
exposicion al tolueno. Se clasificaron las neuronas segin su
arborizacion dendritica, considerando la longitud y ntmero de
ramificaciones. En el dibujo se muestran las diferencias observadas
entre neuronas representativas de animales tratados con tolueno y de
animales control.
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Figura 46. Efectos de la exposicion al
tolueno durante 24 dias sobre la
longitud y el nimero de dendritas
DCX+. En estas graficas puede verse el
efecto de la intoxicaciéon al tolueno
sobre el marcador DCX. Aunque no se
encontraron diferencias significativas
estadisticamente en todos los valores
medidos, en todos los casos se observd
un aumento de las medias de los
animales intoxicados con tolueno sobre
los animales controles. *P < 0.05.



4.2.1.5. MUERTE CELULAR

Se realizd una inmunohistoquimica de TUNEL para evaluar la muerte

celular producida por tolueno (Fig.47).

Tras realizar el analisis de TUNEL se observaron diferencias
significativas estadisticamente entre los animales tratados con tolueno y los
controles [F (1) = 14.00, P = 0.0454] (Fig.46), siendo la media de los
controles la mitad de la media de los animales con tolueno, situadas

principalmente en la capa SGZ.

También se midi6 la presencia de muerte celular en otras zonas del
cerebro, como la zona RMS y la SVZ, encontrandose un mayor nimero de
células TUNEL+ en los animales con tolueno que en los controles, aunque
en ningun caso las diferencias fueron estadisticamente significativas, y
puesto que no corresponden a la zona de estudio de esta tesis, estos

resultados no seran mostrados en el presente trabajo.
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Figura 47. Muerte celular tras la intoxicacién con tolueno durante 24 dias.
En la grafica de la derecha se muestra el numero de células muertas medidas
con TUNEL tanto para los controles como para los animales tratados con
tolueno. En la figura de la izquierda puede verse el marcaje tipico obtenido en
las inmunohistoquimicas de TUNEL realizadas para el andlisis, en el margen
inferior derecho de esta fotografia se observa una ampliacion para apreciar los
detalles del marcaje. Los puntos verdes indican el marcaje de las células
TUNEL+ y el marcaje azul para las células con DAPIL.

A la vista de los resultados obtenidos con las pruebas de TUNEL, en las
que se demuestra que la administracion de tolueno durante 24 dias produce
la muerte celular, se decidi6 analizar las células de microglia, puesto que en
este tipo celular se producen alteraciones como consecuencia de estimulos

externos como la muerte celular.

Las caracteristicas morfologicas de las microglias observadas mediante el
marcador OX-42, fueron en su mayoria las tipicas de la microglia activada
para los animales expuestos al tolueno, es decir, con tamafio reducido y sin

mostrar practicamente ramas expuestas. En cambio, en los controles la
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morfologia de las microglias fue clasificada en una etapa de activacion
menor a la de los animales tratados, por lo que presentaban un mayor

tamafio y desarrollo en sus ramas (Fig.48).

En los anillos concéntricos, separados cada 1 um, empleados para
caracterizar el fenotipo microglial también se encontraron diferencias
significativas entre ambos grupos [F (1142 = 12.090, P = 0.0007],
observandose una disminucion en el niumero de anillos cruzados por las
ramas que fue del 33.61 % en la media de los animales con tolueno respecto

a la media de los controles.

Figura 48. Alteraciones morfologicas de células microgliales. En la fotografia de la
izquierda se muestra una célula de microglia del subtipo mas abundante en los
controles, con un mayor tamafio y desarrollo de sus ramas. En cambio, la fotografia de
la derecha muestra una célula tipica de los animales tratados con tolueno, cuyo tamafio
era menor y por tanto, estas células estaban mas activas. En el borde inferior de ambas
fotografias aparecen las representaciones esquematicas empleadas para la clasificacion
de la activacion de los diferentes tipos de la microglia, siguiendo el esquema mostrado
en el apartado de material y métodos. Escala 50 pum.
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Con el objetivo de estudiar los cambios ultraestructurales producidos
tras la muerte celular causada por la exposicion al tolueno durante 24 dias,
se analizé la morfologia del DG empleando el microscopio electronico de

transmision.

Al analizar la estructura del DG de los animales tratados con tolueno se
observaron diferencias en la organizaciéon de las capas que componen la
capa granular, sin encontrar el patron habitual, ademds de mostrar una
menor densidad celular en comparacion al control (Fig. 49). Algunas
neuronas granulares presentaban anormalidades en su estructura, como
abundante citoplasma, ya que una caracteristica de este tipo neuronal es la
baja cantidad de citoplasma que exhiben sus células. Ademas, se observaron
diferencias en la morfologia de las células granulares del grupo tratado con
el solvente, presentando éstas, formas mas ovaladas a las habituales
redondeadas de las células granulares del grupo control, y presentando
mayor variabilidad en el tamafio. Otra caracteristica diferente fue la
existencia de un mayor numero de células microgliales en las ratas
expuestas a tolueno, que mostraban un citoplasma denso con vesiculas y
aparentes granulos de lipofucsina, y ademds en la mayoria de casos, estas
células de microglia se situaban junto a astrocitos; algunos de estos

contenian abudantes filamentos intermedios.
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Figura 49. Alteraciones ultraestructurales en el DG tras un tratamiento con tolueno
durante 24 dias. Las dos primeras imagenes de fotografias de semifinos muestran la
organizacion normal de los controles (A) y la desorganizacion de la capa granular del DG
en los animales expuestos al tolueno (B). (C) Se muestran células redondeadas y de
tamafios uniformes en los animales control (D) Mientras que los animales tratados con el
solvente poseian células de formas y tamafios variables. (E) Célula de microglia de un
animal control (F) diferencias en las células de microglia de los animales expuestos al
tolueno. N = neurona, M = célula de microglia, D= cé¢lula precursora intermediaria, A =
astrocitos, Escala: 10 um, 5 pm, 2 um.
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Hasta ahora se habia demostrado que el tolueno administrado durante 24
dias, producia la muerte celular, comprobado mediante la técnica de
TUNEL, y verificado con el aumento de la microglia y el estudio de las
caracteristicas ultraestructurales del DG. A continuacion, se procedid a
demostrar que la causa de la muerte celular observada, se producia por el
estrés oxidativo inducido tras la intoxicacion por el solvente. Para ello, se
analiz6 la presencia en orina del metabolito 8-OHdGua, empleandolo como
bioindicador del estrés oxidativo (Fig.50). Las concentraciones
determinadas a partir del tiempo y el area de elucion de las muestras fueron

del orden de 0.002 a 0.04 pM.

El pico de elucion del 8-OHdGua a 14.68 min, posee un ESI positivo
para la transicion 284.4>168.3 m/z. Se escogieron los picos que aparecian

en la misma transicion y en el mismo patrén que el metabolito de estudio.

Al igual que en el caso del &c. hiptrico, el tolueno indujo la aparicion de
estrés oxidativo, y por tanto, se produjo un aumento del metabolito 8-
OHdGua en la orina de los animales expuestos con tolueno. Estas
diferencias entre controles y tratados fueron estadisticamente significativas

(P valor=0.0001, t=6.773, df=13).
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4.2.2. EXPOSICION AL TOLUENO DURANTE EL DESARROLLO

4.2.2.1. EXPOSICION

Las ratas adultas fueron expuestas al tolueno en la camara de
intoxicacion, durante 72 dias en dos sesiones diarias. El tiempo medio
empleado en obtener sintomas graves de intoxicacion fue de 29.04 + 2.39
min. Estableciéndose la misma escala de sintomas que se observaban para el

caso del tratamiento de 24 dias con tolueno (Fig.51).

Aunque, en este experimento la variabilidad respecto a la media fue

menor, debido al aumento de dias de analisis, se siguen produciendo
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sesiones menos duraderas en los dias 10 y 20, como en el caso de la
exposicion durante 24 dias, y ademds, cada diez dias de exposicion
aproximadamente, se produce una disminucion en el tiempo de exposicion
necesario para que el animal muestre sintomas graves causados por la

exposicion al tolueno.

Tiempo de exposicion

Duracidn de la inhalacidn {min)

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71

Dias de exposicion

Figura 51. Tiempo de exposicion al tolueno durante 72 dias. Esta
grafica muestra la duracion de cada inhalacion al tolueno durante los72
dias de exposicion. Puede observarse que el tiempo de exposicion es
mucho mas irregular hasta cerca del dia 20, a partir de esta fecha
aproximada los animales se expusieron un tiempo parecido durante
cada exposicion. Aun asi en algunas exposiciones se redujo el tiempo
de exposicion puesto que los animales presentaron los sintomas con
mayor rapidez.

El consumo medio de tolueno, al que se sometieron las ratas madre cada
dia fue de 11.77 £ 0.05 ml, obteniéndose una media idéntica al caso anterior
de exposicion durante 24 dias. El volumen de orina recolectado durante el

experimento fue muy variable y la media obtenida fue menor a la del caso
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de la exposicion cronica de tolueno. El volumen promedio de orina
diariamente fue de 1.99 + 1.80 ml, aunque algunos dias se obtuvieron

alrededor de los 8 ml y otros entorno a 0.5 ml.

Ademas, como prueba de esta intoxicacion se ha realizado un analisis del
biomarcador 4acido hiptrico, producido tras metabolizarse el tolueno.
Analizandose mediante la técnica de HPLC a partir de la orina recolectada
diariamente. Se obtuvieron concentraciones de acido hiplrico semejantes a
las conseguidas en el otro experimento de tolueno, es decir, del orden de 1 a

S uM.

Se emplearon los mismos patrones que en el experimento de tolueno
administrado durante 24 dias, por tanto, los picos de elucion fueron los
mismos, y se consideraron los mismos pardmetros para establecer los picos
implicados en la medida. Tal y como se esperaba, aparecerieron valores
mayores de acido hipurico en los animales a los que se les administro
tolueno, puesto que lo metabolizaron, que en los animales control, cuyo
niveles de 4cido hipurico eran basales. Las diferencias fueron
estadisticamente significativas entre animales control y con tolueno

durante 72 dias (P valor=0.0001, t=16.54, df=58) (Fig.52).
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La exposicion a tolueno provocd una mayor tasa de mortalidad durante la
lactancia, dato que no se observd en el grupo de animales control, siendo la
diferencia de un 28.20% significativa estadisticamente [F (1,7) = 5.669, P =
0.0488]. Cabe destacar que entre las crias nacidas muertas a partir de las
madres tratadas con tolueno, muchas presentaban anormalidades tipicas de
la exposicion a compuestos toxicos durante el desarrollo embrionario. Entre
las anormalidades encontradas se observd: microcefalia, alteraciones en la
conformacion facial, afectacion en la longitud de las extremidades, etc.
Algunas de las anormalidades obtenidas durante el experimento aparecen

descritas en la siguiente figura (Fig.53).

Entre las crias nacidas tras la intoxicacion al tolueno, no se encontraron
diferencias en el sexo de las crias, ni tampoco en otras caracteristicas
medidas como el peso corporal, ni la longitud corporal, aunque se

encontraron algunos casos con alteraciones en el tamafo craneal (Fig. 53).

210



Capitulo - 4 Resultados




Figura 53. Crias intoxicadas con tolueno durante su gestacién y
etapa postnatal temprana. En estas fotografias se pretende mostrar
algunas de las malformaciones causadas por la exposicion al tolueno.
En la fotografia A se muestra una de las crias nacidas muertas con un
retraso en el desarrollo. En la foto B aparece una de las
malformaciones obtenidas, también con el desarrollo retrasado. En la C
puede compararse un animal control (situado a la derecha de la
imagen) y un animal expuesto al solvente, nacido muerto y con el
desarrollo incompleto debido al tolueno (a la izquierda de la imagen).
Por ultimo, las dos ltimas fotografias muestran que las crias control y
las nacidas tras la exposicion al tolueno son practicamente iguales
fisicamente, es decir, no se encuentran graves diferencias en el tamafio
y peso corporal, aunque si se encuentran en el nimero de crias vivas.
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4.2.2.2. PROLIFERACION

En este caso se administro BrdU el dia 16 de gestacion, y se analizéel
DG tanto en madres como en crias. Los resultados para este marcador sobre
las madres no fueron significativos [F (13) = 0.7482, P = 0.4507], aunque se
observo una disminucion del 21.46% de la media del grupo tolueno (4.60 +
0.87), sobre el grupo control (5.86 + 1.23) (Fig.54). Estos resultados fueron
coherentes con los obtenidos en el experimento de proliferacion tras la

administracion de tolueno durante 24 dias.

En cambio, los resultados para las crias marcadas durante su gestacion
fueron diferentes. Viéndose diferencias significativas entre ambos
tratamientos ([F (1,16 = 7.815, P = 0.0130]), y en este caso, siendo la media
de células BrdU+ en las crias que recibieron tolueno (142.10 + 9.04) mayor
a la media de células positivas para este marcador en los animales control

.70 £ 9.62), por lo que el aumento corresponde al 38.36% (Fig.54).
102.70 £ 9.62 1 1 de al 38.36% (Fig.54

Posiblemente las diferencias entre madres y crias se deban al diferente
momento en el que se les administré el marcador a las madres y a las crias,

y las condiciones de exposicion al solvente.
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Figura 54. Niveles del marcador BrdU tanto para el grupo de madres y de las
crias del experimento de intoxicacion del tolueno durante el desarrollo. En la
grafica A, no se muestran diferencias significativas en el numero de células BrdU+
para el grupo de animales tratados durante su etapa adulta (madres, intoxicadas
durante 72 dias). En cambio, en la grafica B, si que se observan diferencias
significativas estadisticamente para el numero de células BrdU+ contadas en el DG
de las crias intoxicadas durante su gestacion y etapa postnatal temprana. Cabe
destacar, la diferencia en el numero de células marcadas promedio entre madres y
crias, debida a que el marcaje se inyecto en etapas diferentes. *P < 0.05.

Con el objetivo de confirmar los datos observados con el estudio de la
proliferacion, se procedio al estudio de la ultraestructura del DG, con la
intencion de observar las diferencias morfologicas que la intoxicacidon con
tolueno pudiera causar, tanto en el grupo de las madres como con el de las
crias. En este estudio, realizado al microscopio electronico de transmision,
no se encontraron diferencias entre los nichos neurogénicos presentes en los

controles, ni en los animales tratados con el solvente. Existiendo en ambos
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casos en nichos celulares en las mismas proporciones y con una morfologia

celular semejante.

4.2.2.3. SUPERVIVENCIA

Para analizar si el tolueno provoca afectaciones en la maduracion y
diferenciacion celular de las crias a las que se les administrd tolueno ““in
utero” y BrdU en el dia E16, se cuantifico en nimero de neuronas BrdU
positivas y que coexpresaran NeuN, en una franja de 100 micras en la
corteza motora (con coordenadas aproximadas estimadas en el atlas
histoldgico de Paxinos). En ellas se analizo la distribucion de estas marcas
por las capas celulares que la conforman. Encontrando diferencias
significativas en las células doblemente marcadas entre los animales control

y los tratados con tolueno, tanto en las crias como en las madres.

Para el caso de las madres, tratadas con tolueno durante 72 dias, no se
encontraron diferencias significativas para las células doblemente marcadas
con BrdU/NeuN en la corteza entre animales control y los tratados [P =
0.0565, t=2.357, df=6], observandose una reduccion del 23.80% de la
media de los animales que inhalaron tolueno (3.200 + 0.200) respecto a la
media de los animales control (4.200 + 0.374). Tampoco se encontraron
diferencias para el nimero de células NeuN totales marcadas entre ambos
tratamientos [P = 0.0961, t=2.046, df=5], y la diferencia entre las medias de
ambos tratamientos fue del 10.59% (Fig.55).
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Figura 55. Efectos sobre las células BrdU/NeuN para el grupo
de madres tratadas durante 72 dias con tolueno. En la grafica
A, no se muestran las diferencias significativas existentes para el
nimero de células NeuN+ . Del mismo modo, en la grafica B,
tampoco se observan diferencias significativas estadisticamente
para el nimero de células BrdU+/NeuN+.

En el caso de las crias, para el total de neuronas marcadas la media para
los controles fue de 339.8 £ 25.74 y para los animales tratados con tolueno
de 151.2 + 18.08, con una diferencia estadisticamente significativa de [F (; g)
= 35,96, P = 0.0003]. Del mismo modo, las células marcadas doblemente
con BrdU/NeuN mostraron diferencias significativas entre animales control
y los tratados con tolueno [F (1 3)=26.13, P = 0.0009], con una diferencia de

38.89 % entre las medias de los controles y los animales tratados (Fig.56).
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Figura 56. Efectos sobre las células BrdU/NeuN para el grupo de crias
expuestas durante su desarrollo y etapa postnatal temprana. En la
grafica A, se muestran las diferencias significativas existentes para el
numero de células NeuN+ para el grupo de las crias. Del mismo modo, en
la grafica B, se observan diferencias significativas estadisticamente para
el nimero de células BrdU+/NeuN+. **P < 0.001.

En la figura 57 puede verse el tipo de marcaje conseguido para la
inmunocitoquica de BrdU/NeuN realizada sobre los cortes de corteza de
los animales expuestos a tolueno durante 72 dias (tanto a las madres

como para las crias), junto con una ampliacion del doble marcaje.
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Figura 57. Efecto del tolueno sobre la inmunohistoquimica fluorescente de
BrdU/NeuN en la corteza de las crias. Las dos fotografias situadas a la izquierda
del panel muestran la reconstrucciéon completa de la inmunocitoquimica de
fluorescencia de la corteza de las crias control (C) y las expuestas al tolueno (T).
Las fotografias de la derecha son ampliaciones de la zona sefialada en rojo en las
fotografias anteriores. Se ha marcado con una flecha blanca la célula con doble
marcaje para BrdU (Rojo) y NeuN (Verde). Escala 50 pm.
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4.2.2.4. MADURACION

En cuanto al marcador DCX estudiado tanto en las madres como en las
crias del mismo modo que en el experimento anterior, es decir, analizandose
tanto la longitud como el nimero de dendritas de las neuronas marcadas, no
se observaron diferencias significativas entre ambos tratamientos, ni en las
madres expuestas directamente al tolueno ni en las crias que lo recibieron
durante su desarrollo. Y las medias obtenidas en cada caso siempre eran

mayores para el grupo control que para el grupo expuesto al solvente.

Analizando en detalle estos resultados, en cuanto al nimero de dendritas
totales para el grupo de madres expuestas directamente al solvente, vemos
que las diferencias no fueron significativas [F (13) = 2.241, P = 0.2313], n1
tampoco para el nimero de dendritas secundarias [F ;3 = 1.880, P =
0.2639], ni para las terciarias [F 3y = 3.153, P = 0.1739], y ni siquiera se

observaron dendritas cuaternarias como para ser analizadas (Fig.58).

En el niimero de dendritas para las crias expuestas durante su desarrollo,
no se obtuvieron diferencias significativas en el total de dendritas [F (115 =
1.725, P = 0.2056], ni para las dendritas secundarias [F (1 15y = 2.455, P =
0.1345], ni en las terciarias [F (1,15 = 0.3097, P = 0.5847], ni en las
dendritas cuaternarias [F (1,15) = 0.0608, P = 0.8080] (Fig.59).

Por ultimo, teniendo en cuenta la longitud del arbol dendritico completo
marcado con DCX para las neuronas dibujadas, se observaron diferencias

significativas en el grupo de animales expuestos durante su etapa adulta, es
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decir, para el grupo de madres ([F (1,198y = 12.17, P = 0.0006]), viéndose una
diferencia del 26.61%, con una media menor de los animales tratados con
tolueno (2278 £ 145.7 micras) que la de los animales control (3104 + 177.8
micras). Del mismo modo, los resultados también fueron significativos
estadisticamente para el grupo de animales crias [F (1470 = 8.224, P =

0.0062].

220



Longitud del drbol dendritico (um)

dendritas secundarias

Num.

4000 7
3500 1
3000 1
2500 1
2000 1
1500
1000 1

500 1

20 1
17,51
15 A
12,57
10
751

2,57

O 3517
30 1

25 1

20 1 I

15 1

10 1

Num.dendritas totales

Contraol Tolueno Control Tolueno

O

£

o ) 4
oM oW e s o

[

Num.dendritas terciarias

=
n =

o

Control Tolueno Control Tolueno

Figura 58. Efectos de la intoxicacion con tolueno durante 72 dias sobre
el marcador DCX. En estas graficas puede verse el efecto de la
intoxicacion al tolueno sobre el marcador DCX. En la grafica A se muestran
resultados estadisticamente significativos para la longitud del arbol
dendritico. En el resto de graficas no se encontraron diferencias
significativas, aunque en todos los casos los valores medios de los animales
tratados con tolueno fueron mayores que los obtenidos en los controles.
*P < 0.05, **P < 0.01.
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Figura 59. Efectos de la intoxicacion
con tolueno durante el desarrollo y la
etapa postnatal temprana sobre el
marcador DCX. Se encontraron
diferencias significativas para los valores
de la longitud del arbol dendritico, pero
en ningin otro valor medido éstas
diferencias  fueron  estadisticamente
significativas. **P<0.001.
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4.2.2.5. MUERTE CELULAR

Para el estudio de la muerte celular se empled una inmunohistoquimica
contra caspasa 3 en el hipocampo.En ella se observo que exisitan diferencias
estadisticamente significativas entre los valores de las madres control y las
tratadas (P valor=0.001, t=12.67, df=44), al igual que entre las crias control
y las expuestas al tolueno (P valor=0.001, t=9.167, df=44) (Fig.60).

En cambio, no se encontraron diferencias significativas entre las madres
y las crias control (P valor=0.05, t=1.000, df=44), ni entre las expuestas al
tolueno (P valor=0.05, t=2.50, df=44), pero si que fueron significativas las
diferencias entre madres control y crias tolueno (P valor=0.001, t=10.17,
df=44), o bien, entre madres tolueno y crias control (P valor=0.001, t=11.67,

df=44).

Por tanto, el aumento significativo de los valores de caspasa-3 en
animales que inhalaron tolueno, muestra el aumento de muerte celular

inducido por el solvente.
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Figura 60. Los niveles de caspasas muestran la muerte celular producida por
la intoxicacion con tolueno durante el desarrollo. Tanto en el caso de las
graficas de las madres (A), como las de las crias (B), se muestran efectos
significativos en los niveles de caspasa, demostrando la aparicion de muerte
celular inducida por la exposicion al tolueno, al tener un valor medio en el
numero de caspasas mayor en los animales tratados con tolueno que el obtenido
para los animales control. No se observaron variaciones significativas en los
valores medios entre madres y crias bajo los mismos tratamientos. *P < 0.001.

Al igual que en el experimento de administracion de tolueno durante 24
dias, con el objetivo de confirmar la muerte celular causada por el solvente,
se analizaron las células de microglia presentes en el DG, mediante el
marcador OX-42, puesto que en este tipo celular se producen alteraciones

como consecuencia de estimulos externos como la muerte celular.

Las diferencias morfoldgicas en la microglia fueron muy evidentes para
el grupo de las madres tratadas durante 72 dias y para el grupo de las crias

expuestas durante su desarrollo y etapa postnatal temprana. La microglia se
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Capitulo - 4 Resultados

encontraba mucho mas activada en el grupo tratado con tolueno que con el
grupo control (Fig.61 y 62). Tanto la morfologia de las células OX-42
dibujadas, como la medida de los anillos que se usaron para medir la
activacion, mostraron diferencias significativas entre grupos control, con
una menor media de activacion, y los animales expuestos (tanto

directamente como durante el desarrollo) al tolueno, y cuya media de

activacion era mucho mayor.

Figura 61. Efectos del tolueno sobre el grupo de las madres para el
marcador OX-42. Fotografias a diferentes ampliaciones del DG de
animales control (serie superior) y animales tratados con tolueno (serie
inferior). En todas las fotografias puede observarse la mayor activacion de
las células de microglia de los animales que inhalaron tolueno, puesto que
poseen menor tamafio a las células microgliales observadas en los animales
control.
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= .

Figura 62. Efectos del tolueno sobre el grupo de las crias para el
marcador OX-42. Series de fotografias a diferentes ampliaciones del GD
de animales control (serie superior) y animales tratados con tolueno (serie
inferior). En ellas se observa claramente la mayor activacion de las células
microgliales de los animales tolueno sobre los controles.

En los anillos concéntricos separados cada 1 um, que fueron empleados
para caracterizar las células de microglia de las madres se encontraron
diferencias significativas entre ambos grupos [F (1 53y = 5.523, P = 0.0222].
El mismo resultado se obtuvo para las crias, que mostraron diferencias
significativas [F 1,183y = 69.150, P < 0.0001] y una disminucion del 56.81 %
en la media de los controles respecto a la media de los animales con tolueno

(Fig.63).
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Figura 63. Valores de la microglia tras un tratamiento con tolueno
durante el desarrollo y la etapa postnatal temprana. En estas graficas
se observa una disminucion, para el grupo tratado con tolueno, en el
promedio del sumatorio total del numero de anillos que atraviesa cada
arbol dendritico, siendo estas diferencias estadisticamente significativas
tanto para las madres (A), como para las crias (B) . *P < 0.05. **P < 0.01.

Del mismo modo que tras un aumento de la muerte celular se produce
una activacion de las células de microglia, se analizd si se producia el
mismo efecto sobre las células GFAP+, es decir, si se producia una gliosis
reactivoa como respuesta ante la situacion de muerte celular causada por el

tolueno.

Los resultados obtenidos para el marcador GFAP pueden observarse en
las iméagenes (Fig. 64 y 65), donde se muestra tanto el incremento en la
arborizacion como el aumento en numero de células marcadas con GFAP.
Las diferencias fueron estadisticamente significativas tanto para el caso de

las madres (P valor=0.0007, t=4.168, df=16) como para el caso de las crias
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(P valor=0.008, t=3.228, df=11). En ambos casos los valores promedios

fueron mayores en los animales expuestos al tolueno que para los controles.

A la vista de los resultados obtenidos para el marcador astrocitico GFAP,

puede decirse que la intoxicacion por tolueno produce gliosis en el DG.
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Figura 64. Aumento de la gliosis tras la
exposicion al tolueno durante 72 dias
para el grupo de las madres. En las
imagenes puede verse el aumento del
marcaje de GFAP en los animales
tolueno (B) comparandolo con el GFAP
presente en los controles(A). Del mismo
modo, la grafica muestra el aumento
estadisticamente  significativo de los
valores promedios de los animales que
inhalaron tolueno sobre los controles.
**p < 0.01.
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Figura 65. Aumento de la gliosis tras
la exposicion al tolueno durante el
desarrollo y la etapa postnatal
temprana para el grupo de las crias.
En las imagenes puede verse el
aumento del marcaje de GFAP en las
crias expuestas durante su desarrollo
(B), comparandolo con el GFAP
presente en los controles (A). El
mismo resultado se ve representado en
la grafica que muestra valores menores
de GFAP en los animales control, y
valores mayores en las crias expuestas
al solvente. **P < 0.01.



Tras los andlisis inmunohistoquimicos realizados para demostrar la
presencia muerte celular causada por el tolueno, se procedi6 a estudiar los
cambios ultraestructurales causados por esta muerte. Para ello se analiz6 la

morfologia del DG empleando el microscopio electronico de transmision.

Se observan tres diferencias principales en la ultraestructura de los
animales expuestos al tolueno. La primera diferencia que se observo, fue la
visible desorganizacion existente en la capa granular del hipocampo, en los
animales tratados se observa una desestructuracion de la habitual alineacion
existente en las células granulares, y con irregularidades en la cantidad de
capas (existiendo zonas con mds capas que otras). La segunda caracteristica
diferente fue: la existencia de un mayor numero de células microglias en las
ratas expuestas al tolueno, y ademas, en la mayoria de casos, estas células de
microglia se situaban junto a astrocitos. Por ultimo, se observaron
diferencias en la morfologia de las células granulares del grupo tratado con
el solvente, presentando éstas, formas mas ovaladas a las habituales
redondeadas de las células granulares del grupo control, y presentando

mayor variabilidad en el tamafio (Fig.66).
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Figura 66. Estudio de la ultraestructura del DG tras un tratamiento con
tolueno durante el desarrollo. Las dos primeras imagenes de fotografias de
semifinos muestran la organizaciéon normal de los controles (A) y la
desorganizacion de la capa granular del DG en los animales expuestos al
tolueno (B). (C) células redondeadas y de tamafios uniformes observadas en
los animales control, (D) células de formas y tamafios variables causadas por
la exposicion al tolueno. (E) Nicho neurogénico de un animal control y las
diferencias observadas tras la exposicion al tolueno (F). N = neuronas, A =
astrocitos, D = célula precursora intermediaria, Escala: 10 um ,5 pm, 2 um.
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Del mismo modo que en el experimento de tolueno administrado durante
24 dias, se procedid a demostrar que la causa de la muerte celular
observada, era debida al estrés oxidativo inducido tras la intoxicacion por el
solvente. Con este objetivo, se analizo la presencia en orina del metabolito
8-OHdGua, empleandolo como bioindicador del estrés oxidativo. Se
obtuvieron las mismas concentraciones que en el caso del experimento

anterior, que fueron del orden de 0.002 a 0.04 uM.

El pico de elucion del 8-OHdGua a 14.68 min, posee un ESI positivo
para la transicion 284.4>168.3 m/z. Del mismo modo, se escogieron los
picos que aparecian en la misma transiciéon y en el mismo patrén que el

metabolito de estudio.

En este caso, los niveles de 8-OHdGua fueron significativos
estadisitcamente (P valor=0.030, t=3.297, df=4), pero con la media de los
animales control mayor a la de los animales que inhalaron tolueno durante
72 dias (Fig.67). Es importante destacar este resultado, puesto que nos
permitira discutir la existencia de la homeostasis redox para estos animales,
es decir, este resultado permite argumentar la existencia de una tendencia a

recobrar la homeostasis en los niveles de estrés oxidativo.
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4.2.2.6. ESTUDIOS DE CONDUCTA

Para evaluar los efectos del tolueno administrado durante 72 dias en las
ratas adultas y de forma indirecta, intrauterinamente, para las ratas crias, se
evaluaron las siguientes pruebas de conducta: reconocimiento de objetos y
reconocimiento de lugar. Con la finalidad de ver la integridad de los

circuitos hipocampicos involucrados en el aprendizaje y la memoria.

Durante la realizacion de las pruebas de conducta se control6 los niveles

de estrés de los animales, computando la aparicion de heces durante las
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pruebas. En este aspecto, no se encontraron diferencias entre los animales

control y los expuestos al tolueno.

«»» Protocolo de campo abierto

La actividad locomotora fue observada en el campo abierto, analizando la
distancia recorrida a los tres dias, como sumatorio de las tres sesiones
realizadas o el valor de la primera sesion. Para los animales expuestos
directamente al tolueno y considerando el computo global de los tres dias
juntos, se encontraron diferencias significativas [F (12 = 16.32, P =
0.0005] con una diferencia del 36.48% de la media de los animales tratados
con tolueno respecto a la meda de los controles. De igual modo, las
diferencias entre grupos tratados y controles fueron significativas para los
valores de la primera sesion [F (16 = 7.272, P = 0.0357], obteniéndose una

diferencia del 21.24% entre animales control y tratados para este caso.

Los resultados de la actividad locomotora, en los animales expuestos al
tolueno durante su desarrolloy etapa postnatal temprana, fueron
significativos tras tres dias de test de campo abierto [F (j34) = 4.595, P =
0.0393], pero no para la primera sesiéon [F 19y = 3.231, P = 0.1025],
aunque las diferencias entre animales controles y los que fueron expuestos

al tolueno fueron del 36.66% en este caso.
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Los resultados obtenidos en el campo abierto, tanto para las madres como

para las crias, se encuentran representados en la Fig.68.
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Figura 68. Resultados obtenidos para el test del campo abierto en el
experimento de tolueno durante el desarrollo. Las graficas A y B muestran
los resultados obtenidos para el grupo de las madres en los test de campo
abierto, tanto para los valores del test en el primer dia (A) como para el
sumatorio de los 3 dias (B). Las graficas C y D representan los valores para el
grupo de las crias, tras el test del primer dia (C) como después de realizar el test
durante tres dias consecutivos (D). Los valores de la actividad locomotora se
midieron en milisegundos. *P < 0.05 ** P < 0.01.

235



» Protocolo de reconocimiento de objetos

El reconocimiento de objetos fue medido de dos formas diferentes.
Analizando los eventos discretos, en los que el animal entraba en contacto
con el objeto y el tiempo que éste pasaba explorandolo. En este caso los

resultados también fueron diferentes entre madres y crias (Fig.69).

En los andlisis con las madres, no se mostraron diferencias significativas
en ningln caso. En el recuento de los eventos discretos, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas ni para el objeto novel [F (16 =
0.8471, P = 0.3929], obteniéndose una reduccién del grupo de animales
tratados respecto a los controles de un 41.38%, ni para el objeto conocido [F
1,6) = 1.190, P = 0.3171]. Tampoco se encontraron diferencias significativas
en el tiempo de exploracion que el animal dedico para explorar el objeto
novel [F (6= 0.6809, P = 0.4409] ni el objeto conocido [F (16 =1.102, P =
0.3343], a pesar de que en este caso la reduccion de la media para los

animales expuestos a la droga sobre los controles fue del 60.71%.
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Figura 69. Resultados obtenidos para el test de reconocimiento de objetos
para el grupo de las madres expuestas al tolueno durante 72 dias. Las
graficas A y B muestran los resultados obtenidos para el grupo de las madres en
el test de reconocimiento de objetos, considerando como medida el tiempo de
exploracion del animal a cada tipo de objeto, para el objeto conocido (A) y para
el objeto novel (B). Las graficas C y D representan los valores obtenidos
empleando como medida los eventos discretos, que podemos definir como el
numero de veces que el animal se acerca a olfatear al objeto conocido (C) o al
objeto novel (D).
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En cuanto a las crias, mostraron diferencias estadisticamente
significativas en el recuento de los eventos discretos para el objeto novel ([F
1,100 = 12.920, P = 0.0049]), con una diferencia del 58.73% entre las medias
de los dos grupos (control/tolueno), y no fueron significativas para el objeto
conocido ([F (1,10) = 3.128, P = 0.1074]). En cambio este patron no se repitio
para la medida del tiempo de exploracion, asi pues, el tiempo que se empled
en el analisis del objeto novel fue diferente estadisticamente, entre animales
tratados y los controles [F (119) = 6.469, P = 0.0292], con una diferencia
entre las medias del 59.13% entre ambis tratamientos. Del mismo modo,
fue significativo estadisticamente el tiempo empleado en la exploracion del
objeto conocido [F (1,10) = 11.540, P = 0.0068] entre diferentes tratamientos,
por tanto, en ambos casos los animales tratados con tolueno estaban mas
tiempo explorando, tanto los objeto conocido como el objeto novel. En
ambos tipos de andlisis, tanto en el recuento de los eventos discretos, como
en el del tiempo de exploracion, el grupo de animales tratados con el
solvente poseia mayor valor promedio que el grupo control en el analisis del

objeto novel, como puede observarse en la siguiente figura (Fig.70).
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Figura 70 Resultados obtenidos para el test de reconocimiento de objetos
para el grupo de las crias. Las graficas A y B muestran los resultados
obtenidos para el grupo de las crias en el test de reconocimiento de objetos,
considerando como medida el tiempo de exploracion del animal a cada tipo de
objeto, para el objeto conocido (A) y para el objeto novel (B). Las graficas C y
D representan los valores obtenidos empleando como medida los eventos
discretos, que podemos definir como el numero de veces que el animal se acerca
a olfatear al objeto conocido (C) o al objeto novel (D). *P < 0.05, **P < 0.01.
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Para confirmar los resultados obtenidos para el tiempo de observacion de
los objetos se empled el indice de memoria, descrito por Engel y su equipo
(Engel et al., 2006) como el tiempo que el animal dedica a observar el
objeto novel dividido entre el tiempo total que estd observando a los dos

objetos (novel y conocido), expresado en porcentaje.

Los resultados obtenidos para el grupo de las madres fueron iguales a los
descritos anteriormente, es decir, no se encontraron diferencias
significativas [F (16 = 0.0883, P = 0.7763] entre animales control (71.79 +
13.34) y los expuestos al tolueno durante 72 dias (65.26 + 14.76) (Fig. 72).
En cambio los resultados obtenidos para las crias, no mostraron diferencias
significativas para el indice de memoria [F (; 5, = 0.0854, P = 0.3772], entre
los animales control (69.74 + 9.81) y las crias expuestas al tolueno durante

su desarrollo y etapa postnatal temprana (57.84 + 8.34) (Fig.71).
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Figura 71. Efectos de la exposicion al tolueno sobre el indice de memoria del
DG. En la grafica A se muestran los valores obtenidos para el indice de memoria,
calculado a partir del tiempo de observacion del objeto novel de las madres, en
este caso el efecto no fue significativo. En la grafica B se observan las diferencias
en el grupo de las crias para el indice de memoria, calculado también a partir del
tiempo dedicado a observar el objeto novel.

«»» Protocolo de reconocimiento de lugar

En el caso del reconocimiento de lugar, en el que se analizd, si el animal
era capaz de identificar el objeto, que habia sido cambiado de lugar, también
se empled el recuento de los eventos discretos y el tiempo empleado en la

exploracion en cada objeto.
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En el grupo de las madres, no se encontraron diferencias significativas
estadisticamente en los eventos discretos, ni para el objeto que se mantuvo
fijo (en la misma posicidn) [F (16 = 0.1395, P = 0.7216], ni para el objeto
movil (cambiado de posicion) [F 16 = 3.589, P = 0.1070], anuque la
diferencia entre las medias de los animales tratados y los controles fue del
48.48%. Tampoco fueron significativos los valores para el tiempo de
exploracion empleado en el objeto fijo [F (16 = 0.0895, P = 0.7748] y en el
movil [F 6 = 5.170, P = 0.0633], aunque también en este caso la
diferencia entre las medias de ambos tratamientos fue muy alta, en este caso

del 69.23% (Fig.72).
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Figura 72. Resultados obtenidos para el test de reconocimiento de lugar para
las madres expuestas al tolueno durante 72 dias. Las graficas A y B muestran los
resultados obtenidos para el grupo de las madres en el test de reconocimiento de
lugar, considerando como medida el tiempo de exploracion del animal a cada tipo
de objeto, para el objeto conocido (A) y para el objeto novel (B). Las graficas Cy D
representan los valores obtenidos empleando como medida los eventos discretos,
que podemos definir como el nimero de veces que el animal se acerca a olfatear al
objeto conocido (C) o al objeto novel (D).
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En cambio en las crias los resultados fueron diferentes (Fig.73). En el
caso del analisis de los eventos discretos, las diferencias entre las medias de
los animales control y los expuestos al tolueno durante su desarrollo fue del
51.47%, observandose un aumento de la media de los animales tratados
sobre la media de los controles, dichas diferencias resultaron significativas
para el objeto movil [F 1,10y = 4.967, P = 0.0500], pero no para el objeto fijo
[F (1,10)=1.613, P = 0.2328]. No se obtuvieron los mismos resultados para el
tiempo de exploracion, resultando no significativos los valores para el
objeto movil [F (1,10 = 3.793, P = 0.0801] y tampoco lo fueron para el
objeto fijo [F (1,100 = 0.1444, P = 0.7119]. Aunque la diferencia existente
entre el grupo control y el grupo tratado con tolueno en el objeto mévil fue
de 62.79% en la disminucion de los controles respecto a los animales

expuestos al solvente.
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Figura 73. Resultados obtenidos para el test de reconocimiento de lugar
para las crias expuestas al tolueno durante su desarrollo y etapa postnatal
temprana. Las graficas A y B muestran los resultados obtenidos para el grupo
de las crias en el test de reconocimiento de lugar, considerando como medida el
tiempo de exploracion del animal a cada tipo de objeto, para el objeto conocido
(A) y para el objeto novel (B). Las graficas C y D representan los valores
obtenidos empleando como medida los eventos discretos, que podemos definir
como el numero de veces que el animal se acerca a olfatear al objeto conocido
(C) o al objeto novel (D). *P < 0.05.
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El fenémeno de las drogas ha experimentado en los ultimos afios un
profundo proceso de transformacion, en paralelo a la evolucion de las
sociedades desarrolladas. En Espafia, en la actualidad, las drogas estan
vinculadas a la cultura del ocio, a diferencia de lo que sucedia en los afios
80, donde el consumo de drogas, fundamentalmente de heroina, estaba

asociado a la marginalidad y a la delincuencia (Calderén, 2009).

La heroina ha sido sustituida por sustancias como el cannabis, la cocaina
o el éxtasis, combinadas entre si o mezcladas con alcohol y tabaco
(Calderon, 2009). Este cambio de las sustancias también se ha acompafiado
de nuevos patrones de consumo. De este modo, estamos ante consumidores
de cocaina cada vez mas jovenes, perfectamente integrados en la sociedad,
que consumen con fines recreativos y socializantes y para quienes estos
consumos son actos tribales cuyos riesgos desdenan (Calafat, 2009). A pesar
de esto, siguen existiendo drogas asociadas a estratos sociales marginales,
como el tolueno, donde su bajo coste y su facil acceso, convierten a este
solvente en la droga de mayor consumo entre la gente de bajo poder

adquisitivo, principalmente en los paises de América Latina.

En la presente tesis doctoral, se ha estudiado el efecto dos drogas sobre la
neurogénesis, cuyo consumo por estratos sociales diferentes, las ha

clasificado popularmente como una droga para ricos, para el caso de la
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cocaina, mientras que el tolueno se ha considerado la droga de los estratos

sociales mas marginales.

Cabe destacar, que lo mas adecuado para el estudio del consumo de
drogas, seria emplear casos reales, es decir, efectuar estudios con humanos y
con dosis reales. La dificultad que conlleva esta clase de estudios, ha llevado
a que la mayoria de estos se realicen con animales de laboratorio, intentando
simular, en lo posible, las condiciones reales del consumo de drogas como
uso recreativo. Para ello, en esta tesis doctoral se han empleado ratas Wistar,
cuya neurogénesis y estructura cerebral ha sido ampliamente caracterizada

en otros estudios.

A pesar de que practicamente no esté estudiado el efecto que la
exposicion al tolueno causa sobre la neurogénesis, en cambio, son muchos
los articulos que abordan el estudio de las alteraciones neurogénicas
causadas por las enfermedades neurodegenerativas. Asi pues, en
enfermedades como el Alzheimer, se producen graves alteraciones
funcionales en el hipocampo que causan deterioro cognitivo (Stackman et

al., 2003, Tales et al., 2005; Rodriguez et al., 2008).

Para ello se han empleado diferentes estadios temporales de estudio, que
pueden ser clasificados en estudios semicronicos, los realizados para el caso
de la administracioén de cocaina durante 8 dias, y en estudios cronicos, como
los realizados con ambas drogas administradas durante 24 dias, o bien, los

realizados con tolueno, para el estudio de los efectos que provoca sobre el
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desarrollo. Se han escogido estudios cronicos con la intencion de analizar
los efectos del consumo prolongado de estas drogas, puesto que las
consecuencias son mucho mas graves tras una administracion repetida que
en una aguda. Ademas, aunque se ha establecido el mismo estadio temporal
de 24 dias en ambas drogas, para poder establecer una analogia aproximada
entre los efectos analizados, cabe mencionar que en ningin caso son
comparables estrictamente puesto que sus efectos bioquimicos sobre el
cerebro no son iguales, y ademas, los dos estudios no se realizaron en
paralelo ni bajo las mismas condiciones experimentales por lo que su

comparacion seria inadecuada.

A continuacion se discutiran los resultados obtenidos tras los

experimentos con cocaina y tolueno.
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5.1. COCAINA

En el presente estudio, se observd que la cocaina tiene efectos adversos
en la proliferacion. Del mismo modo, estudios con opioides y con
psicoestimulantes, han permitido establecer dos posibles explicaciones para
la disminucion de la proliferacion en la SGZ del giro dentado del cerebro
adulto: (1) por métodos indirectos: alteracion del ambiente proproliferativo,
(2) por métodos directos: mediante la accion directa de las drogas de abuso
sobre las células precursoras, y la alteracion del ciclo celular de las células

progenitoras de la SGZ (Lee et al., 2008).

(1) indirecta: en este caso la cocaina alteraria el ambiente

proproliferativo, donde se encontrarian las células con capacidad para
dividirse. Los factores de crecimiento posiblemente medien en la respuesta
del comportamiento o en la neuroplasticidad vista después de la exposicion
cronica a las drogas de abuso (Berhow et al., 1995; Horger et al., 1999;
Pierce et al., 1999; Kolb et al., 2003; Castren, 2004; Lu et al., 2004a). Por lo
tanto, es posible que la administracion cronica de opiodes y la exposicion a
psicoestimulantes alteren los factores de crecimiento en el hipocampo,
produciendo una inhibicion de la proliferacion en la SGZ. Se sabe que la
morfina inhibe los niveles de citoquina IL1b del hipocampo (Patel et al.,
1996), del mismo modo existen articulos que muestran un cambio dindmico
en los niveles de algunos factores de crecimiento hipocampicos, incluyendo
BDNF (factor neurotrofico derivado del cerebro), IGFI, IGFII, y IL1b,

después de un tratamiento cronico con morfina en rata y en raton (Mandyam
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y Eisch, 2004). Ademas de esto, hay que considerar que la cocaina es una
droga que induce cambios complejos en la neuroquimica del cerebro y por
tanto, activa sistemas dopaminérgicos y posiblemente algunos otros, que

pueden estar implicados de alguna forma en este mismo proceso.

(2) por metodos directos: en este otro caso pueden abordarse diferentes
hipotesis de accion, como son: la accion directa de la cocaina sobre los
receptores de los factores de crecimiento, o bien la accion directa de esta

droga sobre el ciclo celular.

Los factores de crecimiento se han propuesto como posibles reguladores
de las células precursoras de la SGZ (Cameron et al., 1998), puesto que se
ha demostrado que estas células progenitoras expresan solamente unos
pocos receptores de factores de crecimiento in vivo (Okano et al., 1996).
Asi pues, mientras que muchas alteraciones de la neurogénesis adulta
podrian estar relacionadas con alteraciones en los niveles de corticosterona
(Jacobs et al., 2000; Duman et al., 2001; Montaron et al., 2003), inicamente
una fraccion de células de la capa SGZ expresan los receptores de alta o baja
afinidad para los gluococorticoides (Cameron et al., 1993), y éstos parecen
estar en una etapa del desarrollo concreta de las células precursoras (Garcia
et al.,, 2004a). Del mismo modo, pruebas indirectas sugieren que los
receptores de opiaceos y de dopamina pueden estar expresandose en células
precursoras de la SGZ (Eisch y Harburg, 2006). Resulta interesante
considerar que las cé€lulas recién nacidas en la SGZ expresan los receptores
a través de los cuales los opioides y los psicoestimulantes pueden actuar de

manera relativamente directa. A pesar de todo, seran necesarios mas
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estudios que identifiquen los receptores expresados por las distintas clases
de precursores celulares de la SGZ, que proveeran la informacion necesaria
para entender la regulacion de la neurogenesis adulta, permitiendo explorar
mas sobre los mecanismos bioquimicos de las cascadas intracelulares

relacionadas con estos receptores.

La hipotesis en la que se contempla la accion directa de las drogas sobre
el ciclo celular, se basa en el hecho de que las drogas actian sobre la
dopamina y ésta, a través de sus receptores, puede regular el ciclo celular.
Concretamente, ya ha sido publicado que la cocaina puede actuar sobre los
receptores tipo D1, abundantemente expresados en las células granulares del
DG (Mansour et al., 1992), y de este modo podria actuar impidiendo la
entrada de células de la fase G1 a la fase S del ciclo celular (Ohtani et al.,
2003). De esta forma, las células se quedarian detenidas en el ciclo celular
debido a la exposicion cronica a esta droga, mediante un mecanismo en el
que podria estar involucrado el receptor de dopamina D1, aunque faltaria
por determinar de qué modo estaria actuando. Cabe destacar el estudio de

Lee y su equipo (Lee et al., 2008), en cuyo articulo se demuestra que

se produce una inhibicion de la proliferacion de células neuronales
precursoras, causada al producirse un arresto en la fase G1/S del ciclo
celular, debido al efecto de la cocaina sobre la ciclina A2, que a su vez,

estaria regulada por estrés oxidativo (Lee et al., 2008).
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Posiblemente, este mecanismo de accidon de la cocaina sobre el ciclo
celular sea el mas probable en el caso de los experimentos realizados en la
presente tesis doctoral, aunque seria necesario realizar experimentos
relacionados con el receptor de dopamina y las proteinas reguladoras del
ciclo celular tras la exposicion de cocaina, para poder dar una explicacion

bioquimica detallada de los resultados obtenidos.

También es posible que se produzca el mecanismo de accion a mitad de
camino entre un método directo y uno indirecto, es decir, que el mecanismo
sea una accion en cascada, en el que la accion producida sobre una célula
haga que ésta transmita una sefial a una segunda célula, que sea la que

realmente muestre los efectos graves inducidos por la droga.

Por otra parte, se podria especular con la posibilidad de que un
tratamiento cronico de cocaina podria causar alteraciones en la neurogénesis
al limitar la supervivencia y la maduracion de las nuevas células nacidas en
el DG, de forma semejante a lo que ocurre con una exposicion repetida de
alcohol (Herrera et al., 2003; He et al., 2005). Para estudiar la supervivencia
y la maduracion de las nuevas células generadas, se dieron pulsos de BrdU
durante estadios tempranos del tratamiento a largo plazo de la cocaina, o
antes del tratamiento. Cuando el BrdU fue administrado durante la primera
semana del tratamiento de cocaina, el marcaje de BrdU se redujo, de forma
no significativa, mostrando que la mayoria de células nacidas durante la

primera semana de exposicion a la cocaina sobreviven al tratamiento.
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Para confirmar este dato, se disefiaron experimentos en los que se
administr6 BrdU antes de que empezara el tratamiento con droga. Los
resultados de estos experimentos mostraron que la supervivencia de los
precursores neuronales en el DG no estaba comprometida por una

exposicion de cocaina a corto o largo plazo.

Tras obtener un descenso proliferativo del 30% en los animales tratados
con cocaina, lo que significa que menos células se dividen normalmente tras
la exposicion de la droga, al usar el marcador de células inmaduras se
esperaba que apareciera esta misma reduccion del 30% en el nimero de
células DCX+ del tipo menos desarrollado, correspondientes al subtipo 1, en
los animales expuestos a la cocaina, puesto que este tipo celular se habria
obtenido de una division celular que habria tenido lugar durante el
tratamiento con cocaina. Del mismo modo, ademas de esperar una reducciéon
del subtipo menos desarrollado, también se podria hipotetizar que serian
mas abundantes las células DCX+ con el arbol dendritico méas desarrollado,
es decir los tipos 4 y 5, por lo que se produciria un aumento tanto en el
numero de dendritas como en la longitud del arbol dendritico en los
animales con cocaina sobre los controles. A pesar de lo que se esperaba, no
se obtuvieron diferencias significativas en el nimero de dendritas ni en la
longitud del arbol dendritico ni tras 8 dias de tratamiento con cocaina, ni
tras el tratamiento cronico de 24 dias con esta droga. Una posible
explicacion para que el descenso proliferativo no sea observado en el
marcador de neuronas inmaduras DCX, es que esta alteracion se haga

patente en la estirpe glial, es decir, que las células marcadas con BrdU con
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capacidadad de madurar hacia una estirpe neuronal y glial (Kunze et al.,
2009), mantengan su diferenciacion a neuronas practicamente normal y la

reduccion afecte a la diferenciacion hacia la estirpe glial (Cacci et al., 2008).

A la vista de los resultados obtenidos, en los que se puede concluir que la
cocaina no muestra ningun impacto en la supervivencia de las nuevas
células hipocampicas formadas, ni sobre la maduracion celular, podria
establecerse la hipotesis de que el arresto celular que la cocaina produce
solo tuviera lugar durante los primeros dias de tratamiento con la cocaina,
de este modo, si en las ultimas etapas de tratamiento se produjera una
adaptacion a la droga, de modo que ésta no produjera efectos sobre la
division celular, seria normal obtener medias semejantes entre los animales
control y los tratados en el experimento de supervivencia y seria l6gico que
aparecieran cé¢lulas DCX+ del subtipo 1 en los animales con cocaina, puesto
que este tipo de células se habrian dividido en estos ultimos dias del

tratamiento con cocaina.

El estudio realizado por Noonan y su equipo en 2008 (Noonan et al.,
2008), también muestra un efecto sobre la proliferacion celular tras la
autoadministracion de cocaina (40 mg/Kg) y ningin efecto sobre la
maduracion celular. En cambio, tras un periodo de abstinencia de 4 semanas
de la droga, se produce una recuperacion del efecto obtenido sobre la
proliferacién, de modo que durante el periodo sin droga se produce una
normalizacion en la proliferacion y en la supervivencia celular, ademas de

producirse un aumento en las células DCX+, de esta forma el nimero de
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células inmaduras aumenta en la SGZ posterior. Asi pues, la hipotesis de
una posible adaptacion a la droga se veria apoyada por los resultados
obtenidos en este estudio, ya que la plasticidad neuronal que permite la
rapida recuperacion de los efectos causados por la cocaina, seria
posiblemente la responsable de la adaptacion celular a la droga observada en

nuestros experimentos.

Por otra parte, previamente se habia demostrado que el desarrollo
neuronal en el DG tarda de 10-11 dias en extender sus axones en la regiéon
de CA3 (Zhao et al., 2006). Debido a la dificultad para marcar
selectivamente los axones de las neuronas inmaduras para observarlos al
microscopio electronico, se decidio realizar un estudio mas general en el que
se buscaron anormalidades morfoldgicas en los animales expuestos a la

cocaina, en los que tampoco se encontraron diferencias.

La cocaina afecta a gran variedad de neurotransmisores y sistemas
endocrinos, estimulando el eje adrenal-pituitario-hipotalamico (Fiala et al.,
1998; Knuepfer et al., 2001; Goeders, 2002), que se liga funcionalmente con
la respuesta al estrés. El estrés puede regular la neurogénesis adulta en el
DG del hipocampo de rata adulta y se sabe que altera las caracteristicas
sinapticas de la proyeccion de las fibras musgosas a la region CA3,
causando atrofia intrinseca de las neuronas piramidales (Magarifios et al.,
1997; McEwen, 1999). Ademads, se conoce que, otros tratamientos como
una exposicion cronica al alcohol y a la morfina, pueden alterar los patrones

morfologicos de la maduracion y/o la supervivencia de las nuevas neuronas
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hipocampicas formadas (He et al., 2005; Kahn et al., 2005). Los resultados
obtenidos sugieren que los efectos de la exposicion cronica de cocaina son
claramente disociables de la respuesta al estrés, y los causados por otras

sustancias adictivas.

La alteracion de la neurogénesis adulta en el hipocampo ha sido
recientemente asociada con la patofisiologia de la depresion (Jacobs et al.,
2000; Kempermann y Kronenberg, 2003), al desarrollo de la adiccion
(Duman et al., 2001; Abrous et al., 2005) y al dafio en el procesamiento de
la memoria (Prickaerts et al., 2004; Shors, 2004), estas anormalidades
funcionales han sido detectadas en los consumidores habituales de cocaina
(Rogers y Robbins, 2001). Basandonos en estas consideraciones, los
resultados presentados sugieren que el déficit en la capacidad de auto-
renovacion del hipocampo, producido por la exposicion crénica de la
cocaina, puede contribuir en las anormalidades cognitivas y emocionales

asociadas a la adiccion a la cocaina.
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5.2. TOLUENO

INTOXICACION CON TOLUENO

La exposicion al tolueno se realizd empleando dos dosis diarias con una
duracion por cada exposicion de 30 minutos. Se establecio este pardmetro
temporal ya que una exposicion excesivamente prolongada puede producir
la muerte del animal. De este modo, con 30 minutos de exposicion los
animales mostraban los sintomas graves de una exposicion al tolueno y al
mismo tiempo, se aseguraba que los animales sobrevivirian al tratamiento,
puesto que una exposicion a elevadas dosis durante mas tiempo puede llegar
a producir un coma e incluso la muerte por depresion respiratoria (Evans y
Balster, 1991). Ademas, entre las dosis diarias se dejé un intervalo de dos
horas, aunque los animales mostraran una recuperacion mucho mas rapida,
de esta manera, podian eliminar totalmente el solvente del torrente

sanguineo.

Ademas, durante la inhalacion con tolueno se anotaron los sintomas
observados sobre la funcién motora. Los sintomas mostraban un efecto
bifasico del tolueno sobre la actividad locomotora, es decir, los cambios que
el tolueno produce, varian con la dosis del solvente a la que son sometidos
los animales. Tal y como se observaba durante la inhalacion de las ratas a
bajas concentraciones de tolueno, correspondientes a los primeros minutos
de exposicion, se produce una excitacidon motora, mientras que a elevadas

concentraciones, cerca de los 30 minutos de inhalacion, se perjudica el
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movimiento, produciendo sedacion y anestesia (Bowen y Balster, 1998,

Yavich et al., 1994a, Yavich et al., 1994b).

Es interesante destacar que la exposicion repetida a tolueno produce un
aumento en la actividad motora, similar a la causada por la administracion
de cocaina (Beyer et al., 2001). A la vista de los resultados apuntados por
Gerasimov y su equipo, podria decirse que la administracion conjunta de
tolueno y cocaina, produce un aumento mucho mayor en los niveles de
dopamina, medidos en el nucleo accumbens, que si la medida se realizaba
considerando unicamente la exposicion a cocaina. Por tanto, debe existir un
mecanismo comun entre ambas drogas que corresponderia con la via

dopaminérgica (Gerasimov et al., 2002).

ADMINISTRACION DEL TOLUENO DURANTE EL DESARROLLO

Los estudios realizados en la presente tesis doctoral para el estudio del
efecto del tolueno sobre el desarrollo, fueron planteados con un protocolo
semejante al descrito por Bowen (Bowen et al,. 2006). Quienes
administraron tolueno (8000 ppm a 12000 ppm, durante 15 min, 2
veces/dia) desde el dia 8 de gestacion hasta el dia GD20. Este tratamiento
aumentd significativamente los efectos causados por el solvente,
observandose una disminucion del peso corporal, en la longitud de las crias,
y una mayor alteracion en la conducta, asi como un aumento en el numero

de malformaciones craneales (como la mirocefalia) , “enanismo” y muerte.
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En cambio, obtuvieron pocas diferencias en el ratio entre sexos (Bowen et
al., 2005). Los resultados presentados en estos estudios fueron semejantes a
los obtenidos en la presente tesis. Estos déficits en el crecimiento son mas
persistentes tras exposiciones repetidas de 15 minutos de elevadas
concentraciones que en los tratamientos de mas tiempo (6 h) y menores
concentraciones (entorno a los 1800 ppm) observados en otros articulos

(Hougaard et al., 1999, Jones y Balster, 1997, Thiel y Chahoud, 1997).

Otros estudios se centraron en los efectos del tolueno durante una
exposicion postnatal temprana, que también se analizaron en la presente
tesis donde las crias recibieron el tolueno hasta el final de su destete. En
ellos, se analizo el efecto del tolueno en el momento en el que tiene lugar la
sinaptogénesis, y encontraron que este solvente altera varias respuestas
relacionadas con el sistema glutamatérgico, observandose diferentes
cambios bioquimicos. Por ejemplo, la hiperlocomocion inducida por
agonistas de NMDA se reducia en ratas tratadas diariamente con tolueno
(500 mg/kg, i.p.) desde el dia 4 postnatal hasta el dia 9 (Chien et al., 2005),
sugiriendo que la exposicion al tolueno durante el crecimiento del cerebro
puede alterar la respuesta conductual. Lee y su equipo (Lee et al., 2005)
demostraron la apariciéon de un aumento de la subunidad NR2A en el
hipocampo y el cerebelo, y una disminucion en la expresion de la subunidad
NR2B de la capa molecular comparandola con las ratas control. Los mismos
autores estudiaron los niveles del receptor NMDA en cultivo de células

granulares del cerebelo obtenidas de crias expuestas a tolueno (200-1000
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mg/kg, i.p.) durante PN4 a PN7, encontrando una disminucion en los niveles

de NR2B.

En resumen, todos estos resultados aputan a que la exposicion durante la
gestacion a elevadas concentraciones de tolueno, pueden causar elevados
riesgos en los fetos, e incluso, dosis de menores concentraciones de este
solvente muestran efectos adversos sobre las crias, aunque se desconoce la

explicacion bioquimica para estos cambios.

ESTRES OXIDATIVO Y TOLUENO

En nuestro estudio con tolueno podemos observar que tras la intoxicacion
se produce muerte de las neuronas maduras y posteriormente, de las células
precursoras (tipo B). El principal motivo de que se produzca esta muerte es
el aumento de la presencia de agentes causantes de estrés oxidativo. Al
realizar el estudio con el LC/MS/MS se observd un aumento de la
peroxidacion lipidica utilizando como marcador el 8-OHdGua (Kasai et al.,

2008).

Tal y como se ha observado en los experimentos de tolueno, la
exposiciéon a altas concentraciones de este solvente lipofilico, puede
desencadenar dafio y/o muerte neuronal, posiblemente inducido por un
aumento en la produccion de ROS y por un aumento sostenido de Ca ™

intracelular (Fig.74). Este aumento en la concentracion de Ca™ activa la
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liberacién de neurotransmisores, aunque si se mantienen los niveles de Ca™
aumentados por mas tiempo también se activan proteasas, lipasas y
endonucleasas. La activacion de proteasas dependientes de Ca' puede dafiar
al citoesqueleto y a las proteinas de membrana. Las lipasas activas catalizan
la hidrélisis de los fosfolipidos de la membrana, y ademas, la activacion de
las endonucleasas dependientes de Ca™, pueden provocar la fragmentacion
del DNA, evento clave en el proceso de la apoptosis (Dorado-Martinez, et

al., 2003) (Fig.71).

El aumento intracelular de Ca™ también estimula la conversién de
xantina deshidrogenasa (XDH) en xantina oxidasa (XO), asi como la
activacion de la NOS dependiente de calmodulina. La entrada masiva de
Ca™ a la mitocondria hace que se forme el poro de transicién en la
membrana mitocondrial interna (MTP), llevando a un colapso en el
potencial electroquimico de protones, lo que provoca una disminucidon en
los niveles de ATP y un aumento en las especies de oxigeno parcialmente
reducidas (Fig.74). La disminucion en la produccion de ATP resulta en una
despolarizacion de la membrana plasmatica y la entrada de mas Ca™ a
través de varios canales i6nicos, creando un circulo vicioso que lleva a la
pérdida de la funcidén neuronal y muerte de la célula (Dorado-Martinez, et

al., 2003) (Fig.74).
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Figura 74. Secuencia de eventos que ocurren durante el dafio que lleva a la muerte
neuronal. El aumento en los niveles de ROS produce que la neurona presinéptica libere
el neurotransmisor excitatorio glutamato que es captado por el receptor NMDA en la
neurona postsinaptica, la entrada de glutamato (Glut) junto con la presencia de especies
reactivas llevan a un aumento de los niveles intracelulares de Ca™ que activa a
fosfolipasas, proteasas, y endonucleasas, asi como a la 6xido nitrico sintetasa (NOS). El
aumento de los niveles de calcio y 6xido nitrico en la mitocondria hace que disminuya la
produccion de ATP y se forme el poro de transicion mitocondrial (MTP), el déficit de
ATP no permite el funcionamiento de las bombas dependientes de ATP que se
encuentran en la membrana citoplasmica, este hecho provoca una entrada masiva de
agua (H,0) y sodio (Na") y una salida de potasio (K") causando edema celular y muerte
por necrosis. El dafio mitocondrial y el dafio al DNA induce la activacion de genes que
llevan a la muerte por apoptosis. Los astrocitos normalmente captan glutamato y lo
regresan a la neurona en forma de glutamina (su precursor), pero cuando hay estrés
oxidativo los astrocitos liberan glutamato y 6xido nitrico, incrementando y extendiendo
el dafio a las neuronas vecinas (Modificado de Dorado-Martinez, et al., 2003).
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A este respecto, es importante sefialar que el dafio oxidativo se ha
relacionado con el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas y
vasculares entre las que se incluyen la enfermedad de Parkinson, dafo
isquémico y lesiones traumaticas en las que la microglia juega un papel
importante (Markesbery y Carney, 1999). De esto modo, estos eventos de
estrés oxidativo pueden actuar como disparadores de la respuesta microglial
al dafio, evidenciados por un aumento del niimero de células microgliales
(Gehrmann et al., 1995a; Gehrmann et al., 1995b; Gehrmann, 1996; Stoll y
Jander, 1999; Banati, 2000; Kato et al., 2003).

POBLACION MICROGLIAL TRAS LA EXPOSICION AL TOLUENO

Cuando sobreviene un estimulo fisiologico o patologico, las células de
microglia se activan constituyendo macrofagos cerebrales (Kreutzberg,
1995). Este proceso de activacion se caracteriza por una proliferacion de
este tipo celular, un aumento en la expresion de moléculas propias de los
macréfagos (como el numero de antigenos del complejo de
histocompatibilidad (MHC) (Kreutzberg, 1995), y finalmente, por cambios
morfolégicos (adoptando una forma redondeada, e incluso puede llegar a
transformarse en corpusculos granulosos que emigran por sus movimientos
ameboides y con la carga fagocitada). Las microglias activadas cumplen un
papel clave en los procesos inmunoldgicos del SNC; actiian como células

fagociticas, pueden presentar antigenos a linfocitos-T (Kreutzberg, 1995;

265



Becher et al., 2000) y tienen capacidades citotoxicas que se llevan a cabo
por varios mecanismos. La activacion de las células de microglia en el SNC
puede ser estimulada experimentalmente, in Vivo, en respuesta a lesiones
isquémicas (Beschorner et al., 2007), inflamatorias (McNally et al., 2008),
quimicas (Carnevale et al., 2007) y mecanicas (Li et al., 2009). De una
manera general, sepuede resumir que las células microgliales se activan en
respuesta al dafo celular y estdn involucradas en procesos autoinmunes del

sistema nervioso mediados por células T (Dorado-Martinez, et al., 2003).

Durante el periodo de intoxicacion del tolueno se produjo reactividad
microglial, manifestada por un aumento en el nimero de estas células, y su
modificaciéon de un estadio ramificado a un estadio ameboide en los
animales expuestos al solvente. La proliferacion de células de microglia,
como respuesta a dafio o por cambios en el microambiente, ha sido
ampliamente estudiada en campos muy diversos, como en estudios tras
lesién (Gehrmann y Banati, 1995), e incluso se han publicado trabajos con
drogas en los que se produce esta misma respuesta celular tras una
exposicion intermitente con alcohol (Kloss et al., 1997; Streit et al., 1999;
Riikonen et al., 2002), incluso existe una publicacion anterior en la que se
relaciona un aumento de la poblacion microglial con la exposicion al
tolueno (Gomez-Pinedo et al., 2007), hecho que confirma los resultados

encontrados en la presente tesis bajo protocolos mas largos de exposicion.
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La microglia activada libera una serie de productos citotoxicos que
pueden acentuar el dafio y muerte neuronal (Fig. 75) (Dorado-Martinez, et

al., 2003).

Figura 75. Relaciéon entre la

. - L RNS microglia activada y la neurona en
FeTART \ ROS una situacion de estrés oxidativo.
MICROGLIA ACTIVADA IFN El dafio oxidativo y los mediadores
{ |TLN: inﬂamatorios provocan que se active
o ‘ la microglia, su activacion produce
r:O’ perdxido de hidrogeno (H,0,), 6xido

nitrico  (NO°), catepsina B/L,
activacion de plasminogeno,

ACTIVACION DE
FLASMINOGEND

IL-1 interleucina 1, factor de necrosis

THF tumoral alfa (TNFa), proteina

APF precursora de amiloides (APP) y
GLUTAMATO

glutamato, lo que provoca daiio en la
| neurona y a su vez mayor activacion
de la microglia, la presencia de dafio
neuronal incrementa la produccion
| de especies reactivas de oxigeno
(ROS), especies reactivas  de
nitrogeno (RNS), interleucina 1, y
factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa), produciendo una mayor
activacion de la  microglia.
(Modificado de Dorado-Martinez, et
al., 2003).

El *NO producido por la glia activada o por los astrocitos en respuesta a
ROS, actia como mediador en la neurodegeneracion y activa procesos
inflamatorios. El aumento excesivo de NO y ROS inhibe la respiracion

mitocondrial en las neuronas que estan alrededor, provocando la liberacion
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de glutamato (a través del transportador de glutamato GluT) proveniente de
las neuronas (y en menor medida de los astrocitos) estimulando a los
receptores NMDA. La activaciéon de estos receptores dispara la entrada
masiva de Ca™* a las neuronas, llevando a las células a la muerte necrotica o
apoptotica. Esta seria la razén por la cual se explicaria que el aumento de la

poblacional microglial vaya unido a una situacién de dafio o muerte celular.

GFAP: GLIOSIS

Los astrocitos mantienen elevadas las concentraciones de los
antioxidantes en su entorno, protegiendo asi a los oligodendrocitos y las
neuronas de las alteraciones que les causaria el estrés oxidativo (Dorado-
Martinez et al., 2003). Tras la proliferacion de los astrocitos, conocida como
astrogliosis reactiva, el papel protector de los astrocitos se ve acentuado,
produciéndose un aumento del nimero de actividades que realizan: como la
exposicion del antioxidante al enzima, el transporte y el metabolismo de la
glucosa, que produce una reduccidon equivalente para la regeracion del
antioxidante y para coneguir recuperar el metabolismo neuronal normal del
lactacto, ademads participa en la liberacion del glutamato (Perea y Araque,

2003), y en el reciclaje de la vitamina C (Wilson, 1997).

En el ultimo proceso mencionado que cuenta con la participacion de los

astrocitos, es la absorcion de la vitamina C oxidada y su reduccion a
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ascorbato, que luego libera al fluido extracelular, donde contribuird a la

defensa antioxidante de las neuronas (Wilson, 1997).

Ademas de este aumento de la microglia como respuesta a la muerte
producida por el tolueno, también se produjo una gliosis, observandose un
aumento en el numero de células GFAP+, junto con una mayor expresion de
GFAP en los filamentos intermedios de los astrocitos marcados a lo largo
del DG. Del mismo modo, trabajos previos mostraron que, tras la
exposicion de tolueno (2000 ppm, durante 1 mes, 4 h/dia) se producia un
aumento en la intensidad y el area determinada por los filamentos marcados
con GFAP, aunque no en el nimero de células GFAP+ presentes en la capa
granular del DG. Ademas, los autores propusieron en este caso, que la
hipertrofia de los astrocitos podria deberse a una respuesta neuroprotectora

contra el solvente.

Las células cuentan con diversos sistemas de defensa frente la accion del
estrés oxidativo, como son: la induccion de la expresion de genes cuyos
productos tienen actividad antioxidante, como son las enzimas antioxidantes
(la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa y el glutation peroxidasa) o de
moléculas que aumentan el transporte de cistina, que a su vez, aumenta en
los niveles intracelulares de glutation. También el aumento en la protedlisis
provee aminoacidos libres que contribuyen al mantener un equilibrio entre
las especies derivadas del estrés oxidativo y las que intentan revertirlo

(Dorado-Martinez et al., 2003) (Fig. 74).
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HOMEOSTASIS REDOX

Analizando los valores obtenidos en el LC/MS/MS podemos ver que el
marcador de estrés oxidativo, el 8-OHdGua, se mantiene disminuido en los
animales tratados respecto a los controles, en el experimento de
administracion de tolueno durante 24 dias. En cambio, los niveles de este
marcador disminuyen en los animales tratados con el solvente en el
experimento con exposicion de tolueno durante el desarrollo del animal,
posiblemente debido a una tendencia a recobrar la homeostasis en los
niveles de estrés oxidativo. Este mismo efecto se ha observado para el caso
del gen Bcl-2/Bax, que puede actuar tanto como regulador de la
supervivencia celular como de la muerte por apoptosis, y que por tanto,
tendra un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis,
permitiendo el balance entre la proliferacion y la muerte celular (Korsmeyer

etal., 1993).

La concentraciéon de ROS estd determinada por el balance entre la
velocidad de produccion de especies reactivas y la velocidad de eliminacion
por otros compuestos y enzimas antioxidantes. Las células cuentan con
diversos mecanismos para reestablecer el estado redox después de una
exposicion temporal a concentraciones elevadas de radicales libres (RL). El
aumento en los niveles de estas especies reactivas, induce la expresion de
genes cuyos productos tienen actividad antioxidante, como son las enzimas
antioxidantes o moléculas que aumentan el transporte de cistina,

aumentando asi los niveles intracelulares de glutation. También el aumento

270



en la protedlisis provee aminodcidos libres que contribuyen al

mantenimiento de la homeostasis redox (Dorado-Martinez et al., 2003).

El éxito en la regulacion redox depende de la magnitud y duracion del
cambio en las concentraciones, la produccion constante de grandes
cantidades de especies reactivas, puede conducir a cambios persistentes en
la transduccidon de sefiales y en la expresion genética dando lugar a

condiciones patoldgicas.

Bajo ciertas condiciones, cuando la produccion de radicales de O,
aumenta excesivamente y de manera prolongada, observandose ademas una
respuesta antioxidante insuficiente, el sistema puede alcanzar el equilibrio
en un punto diferente (homeoresis en lugar de homeostasis), que se
acompafia de concentraciones altas de aminodcidos libres, asi como
diferencias en los patrones de expresion genética, permitiendo la
supervivencia pero causando un dafo irreversible a largo plazo (Dorado-

Martinez et al., 2003) (Fig. 76).
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Figura 76. Interrelacion existente entre las principales especies reactivas de oxigeno y
de nitrégeno con los sistemas de defensa antioxidante. El esquema muestra en rojo las
ROS: superoxido (02°-), perdxido de hidrogeno (H,O,). En anaranjado las RNS: o6xido
nitrico (NO°), y peroxinitrito (ONOO-). En amarillo productos metabolicos de las
anteriores como lipidos oxidados (LH, L° y LOQO®), asi como los productos finales de su
oxidacion como: malonildialdehido, (MDA) y 4-hidroxinonanenal (4HNE). En azul se
muestran los sistemas de defensa antioxidante enzimaticos tales como: superoxido
dismutasa (SOD), catalasa, glutation peroxidasa y los sistemas antioxidantes no
enzimaticos; en verde ubiquitina (UQH,), tocoferol, acido ascorbico y dinucledtido de
nicotin adenina (NADP) (Modificado de Dorado-Martinez et al., 2003).

272



TOLUENO SOBRE LA PROLIFERACION Y LA SUPERVIVENCIA
CELULAR

Como se ha comentado anteriormente, en la presente tesis doctoral se han
establecido diferentes protocolos de inyeccion del marcador exdgeno BrdU,
con la intencion de analizar si existia un efecto de la droga sobre la
proliferacion celular, o bien sobre la supervivencia de las células tras la
administracion del solvente. Por ello, no se discutira el efecto del tolueno
sobre el marcador de BrdU, sino que se expondran las posibles causas de los
efectos observados sobre la proliferacion y la supervivencia celular tras la

intoxicacion por el tolueno.

Asi pues, no se encontraron efectos sobre la proliferacion tras una
administracion de tolueno durante 24 dias, ni en el caso de los animales
adultos del experimento en el que se estudid el efecto del tolueno sobre el
desarrollo. Por tanto, puede decirse que el tolueno no afecta a la
proliferacion celular en cerebros de animales adultos. En cambio, en las
crias expuestas al BrdU en el dia 16 de su gestacion, si que se observaron
diferencias significativas entre los animales que recibian el tolueno a través

de la leche materna y durante su gestacion, y los controles.

Estas diferencias encontradas respecto a los efectos causados por el
tolueno sobre la proliferacion cerebral entre cerebros adultos y los cerebros
de las crias, puede deberse a varios motivos. En primer lugar, a la diferencia

en el momento de inyeccién del marcador entre las madres (siendo éstas
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adultas y realizandose durante su intoxicacion con tolueno) y a las crias (con
la inyeccidn intra-uterina). En segundo lugar, las variaciones pudieron
deberse a las diferencias en las condiciones de exposicion al solvente. Y en
tercer lugar, podrian deberse a la enorme plasticidad cerebral que posee el
cerebro durante las etapas de desarrollo, de este modo, como respuesta a la
muerte celular producida por la administracion del tolueno durante la
gestacion y la etapa postnatal temprana del animal, se producird un
incremento de la génesis celular, es decir, se produjo un aumento de la
proliferacion celular como respuesta a la muerte producida por el estrés

oxidativo inducido por el tolueno.

Los mismos efectos encontrados tras la exposicion al tolueno durante el
desarrollo han sido observados en estudios basados en la dependencia de
alcohol. En estos experimentos se demostrd que, en diferentes periodos de
abstinencia tras la administracién de etanol durante 4 dias (9g/Kg/dia) se
producia un aumento en la proliferacion celular en multiples regiones
cerebrales, entre ellas en la capa SGZ del giro dentado, también se observo
que la mayoria de las células que proliferan eran células de microglia
(Nixon et al., 2008). Ademas de un aumento del marcador DCX (Nixon et
al., 2004; Nixon et al., 2008).

Estos modelos de intoxicacion con alcohol demostraron que durante la
etapa de abstinencia, el glutamato actuaba sobre los receptores sindpticos de
NMDA cambiando el equilibrio de sefializacion hacia la supervivencia y el

crecimiento celular. De este modo, se observd un aumento del factor de
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transcripcion pCREB, y esto representd un mecanismo de retorno de la
plasticidad y el aumento de la génesis celular asociada a la abstinencia
(Nixon et al., 2008). Posiblemente, este mismo mecanismo bioquimico
pueda ser el que produzca la observacion de los mismos sintomas tras la

intoxicacion por el tolueno durante la etapa del desarrollo cerebral.

Para el caso de la supervivencia celular tras la exposicion al tolueno, se
observaron diferencias estadisticamente significativas en las células
marcadas con BrdU, observandose un aumento de estas células en los
animales tratados con tolueno. Aunque se desconocen los mecanismos
reales que participen en esta supervivencia celular, posiblemente pueda
establecerse una relacion entre la astrogliosis observada y este aumento de
la supervivencia, ya que autores como Gotohda (Gotohda et al., 2000)
apuntan a que este aumento en la activacion de células astrocitarias del
hipocampo y del cerebelo, junto con un aumento en el marcaje de las células
inmunoreactivas para la glutamina sintetasa, podrian contribuir a la

supervivencia de las neuronas.

TOLUENO SOBRE LA MADURACION

En cuanto a los efectos del tolueno sobre el marcador DCX, se
encontraron diferentes efectos segin el procedimiento experimental
empleado. De modo que, considerando una exposicion de 24 dias de tolueno

se observé un aumento de las medias de la longitud y el nimero de
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dendritas de las células DCX+, obtenidas para los animales que inhalaron el
tolueno. Este resultado resulta coherente con el obtenido por Nixon y su
equipo para el alcohol, en el que tras 14 dias de abstinencia se producia un
aumento en la expresion del marcador de neuronas inmaduras DCX, y un

descenso en el numero de células BrdU+ (Nixon et al., 2008).

En cambio, solo se observo un cierto incremento en la expresion de DCX
sin encontrar diferencias estadisticamente significativas, en el grupo de
madres expuestas al tolueno durante 72 dias. En ninguno de los pardmetros
medidos para el nimero de dendritas, aunque si lo fueron para la medida de
la longitud del arbol dendritico. Las medidas para las crias que inhalaron
tolueno tanto durante su gestacion y su etapa postnatal temprana fueron
semejantes, encontrandose diferencias significativas para la longitud del
arbol dendritico pero no se encontraron diferencias para el niimero de

dendritas.

Una posible explicacion para las alteraciones observadas en las dendritas
de las neuronas granulares es que se produzca un aumento de la expresion
de factores neurotroficos (Estrada et al., 2009), como consequencia de las
alteraciones bioquimicas de la administracion de la droga, causando un
aumento de la longitud dendritica como respuesta a este aumento de
factores, cuya relevancia en el crecimiento dendritico en la SGZ fue

demostrada por Muller y su equipo (Muller et al., 2008).
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ACTIVIDAD EN CAMPO ABIERTO

Se encontraron efectos en la actividad locomotora de las madres
empleando el sumatorio de los valores obtenidos durante tres dias en el
campo abierto, ademas, también se encontraron considerando Unicamente
los valores del primer dia en el que realizaron la prueba de campo abierto.
Para el caso de las crias, no se encontraron efectos sobre la actividad
locomotora considerando Unicamente el primer dia, pero si en el sumatorio

de los dias de actividad locomotora.

La mayoria de los articulos relacionados al respecto, apuntan a que la
administracion de tolueno produce un aumento en los niveles de la actividad
locomotora. Como se muestra en los trabajos de Von Euler (Von Euler et
al., 1993), y Kyvik y Moen (Kyvik y Moen, 1990), quienes demostraron que
30 dias después de un periodo de exposicidon subcrénica con tolueno,
aumento de manera significativa la actividad locomotora de los animales
expuestos al tolueno respecto al control, asi mismo, se observd que la

motilidad espontdnea no resulta afectada por el tolueno.

Ademas se ha vinculado la hiper-actividad dependiente de dosis del
tolueno, con la sobre-estimulacion de neuronas dopaminérgicas del nucleo
accumbens (Riegel y French, 2002, Riegel et al., 2003), concretamente
estaria medidada por un aumento en la expresion de receptores D2 del

estriado (Mutti et al., 1988; Martin y Slapper, 2001; Marubio et al., 2003).
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El mecanismo que participa en el aumento de la actividad del sistema
dopaminérgico es todavia desconocido, y se apunta a la participacion de
sistemas GABA y glutamatérgicos. Como fue sugerido por Lee (Lee et al.,
2004) se demostrd que la preferencia de lugar causada por el tolueno podia
bloquearse con ‘“Vigabatrin”, un inhibidor de la transaminasa GABA.
Ademads, la induccién de la actividad locomotora por tolueno puede
bloquearse con “LY379268”, un agonista de mGIluR2/3. Otros autores
apuntan a la participacion de las interneuronas colinérgicas existentes en el
estriado como responsables (junto con la dopamina) de los resultados
locomotores y de las estereotipias causadas por el tolueno. De este modo,
Stengard (Stengard, 1994), administré 2000 ppm de tolueno durante 2 horas
y observé una disminucion en el nivel de acetilcolina del estriado,
obteniendo una reduccion del 20% si los datos de microdialisis se tomaban
durante la exposicion, y una reduccion mayor (del 60%) si la medida se
realiza después de la exposicidon, como en el caso de la presente tesis, donde

las pruebas de conducta se realizaron después de completar la intoxicacion.

APRENDIZAJE Y MEMORIA

En el presente trabajo se encontraron diferencias significativas en los
animales expuestos al tolueno durante su desarrollo en las tareas de
reconocimiento de lugar y de objetos. Concretamente, las crias pasaban mas

tiempo explorando el objeto nuevo o cambiado de posicion que los animales
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control. Estos resultados fueron similares a los encontrados en un estudio
de Bowen (Bowen y Balster, 2006), en el que se expuso a ratones a
concentraciones de mas de 6000 ppm de tolueno, durante 30 min, para
medir su rendimiento en el laberinto elevado que contenia puertas cerradas y
otras abiertas para la entrada de los animales. Bajo condiciones normales,
los ratones aprenden a evitar las peligrosas puertas abiertas del laberinto y
bajo la exposicion a tolueno, los animales entraban mas veces en las puertas
abiertas y permanecian en ellas durante mas tiempo que los controles. En
cambio, si se contabilizaba el nimero de entradas totales, las diferencias no

eran significativas, puesto que se minimizaba el efecto.

En cambio, en los analisis con las madres, no se mostraron diferencias
significativas en ningun caso, ni en el recuento de los eventos discretos, ni
en el tiempo de exploracion que el animal dedico para explorar el objeto
novel. De igual modo, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los eventos discretos considerados para la exploracion del

cambio de lugar del objeto, ni en el tiempo dedicado a la exploracion.

Los tests neuropsicoldgicos y los testimonios de los que abusan del
tolueno de manera cronica, indican que el solvente produce déficits en la
memoria y el aprendizaje (Filley et al., 2004, Miller et al., 2002, Rosenberg,
2002). Se encontraron evidencias que mostraban que en trabajadores en
imprentas o en pintores existian menores rendimientos cognitivos que en los
sujetos control (Bockelmann et al., 2004, Chounaniere et al., 2002,
Kaukiainen et al., 2004, Lee et al., 2003, Saddik et al., 2005, Wood y
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Liossi, 2005). A raiz de estos resultados, fueron muchos los articulos
destinados a averiguar el efecto de estos solventes sobre la memoria y el
aprendizaje. De este modo, se demostrd que tanto en ratas expuestas a 80
ppm de tolueno (6h/dia, Sdias/semana durante 4 semanas), como en ratas
intoxicadas con “thinner” (60-70% tolueno), durante 45 dias, 1 hora diaria,
se producia un dafio significativo en la adquisicion y retencion de memoria

en el laberinto de Morris (Von Euler et al., 2000; Baydas et al., 2005).

En conclusion, el tolueno afecta al rango de percepcioén y cognicion de
los animales, hecho que interfiere en su rendimiento en la respuesta a tareas
como el laberinto o en tareas similares, de manera analoga a como ocurriria
tras una intoxicacion con benzodiacepinas, barbituricos y el alcohol, tal
como puede observarse en los efectos estudiados con el tolueno (Beningnus,

1981, Evans y Balster, 1991).

En resumen, el tolueno es una droga de abuso de la que ain queda mucho
por entender, pese a que es una de las drogas cuyo uso esta mas extendido.
Su potencial de abuso contintia afectando la salud de multitud de jovenes en
todo el mundo. Los efectos de la intoxicaciéon de tolueno muestran una
conducta bifasica que lleva a complicaciones neuropsiquidtricas, que a
menudo resultan andlogas a las observadas durante la intoxicacion con
calmantes o alcohol. La neuropatologia de los efectos del tolueno es muy
diversa, y muchas investigaciones han podido relacionarla con multiples
sistemas de neurotransmisores capaces de modular la respuesta obtenida tras

la intoxicacion. Serd necesario seguir investigando para conocer con mayor
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detalle los efectos del tolueno sobre el SNC, dando relevancia a las
investigaciones de los efectos de esta droga durante la gestacion, puesto que
produce alteraciones mas graves a las que se obtienen en la exposicion

durante otras etapas.
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CONCLUSIONES



6.1. COCAINA

- La administracién de cocaina disminuye la proliferacion celular del giro
dentado del hipocampo tras 8 o 24 dias de tratamiento con cocaina, tal y
como puede observarse a partir de los resultados inmunohistoquimicos con

BrdU y Ki67.

- En cambio, un tratamiento con cocaina durante 24 dias no afecta la
supervivencia de las nuevas células, basandose en células BrdU+, ni a su

posterior maduracion evaluada a partir de la expresion de DCX.

- Una administracion cronica de cocaina no altera el patrén de inervacion
sinaptica de los botones sinapticos situados en las fibras musgosas en CA3.
Asi pues, no se observaron diferencias significativas en las areas de la
terminal sinaptica, ni la de las espinas dendriticas, ni el area ocupada por
vesiculas ni por mitocondrias. Al igual que tampoco se observaron efectos

en el nimero de zonas activas ni en el de mitocondrias.

En resumen, la cocaina tiene efectos negativos sobre la
neurogénesis adulta en el hipocampo, al alterar los niveles

basales de proliferacion celular.
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6.2. TOLUENO

6.2.1 EXPOSICION AL TOLUENO DURANTE 24 DIAS

- La intoxicacion con el solvente administrado de manera crénica no
afecta a la capacidad proliferativa de las células BrdU+ presentes en el DG,
aunque aumenta la supervivencia celular evaluada por un marcaje con

BrdU.

- La expresion del arbol dendritico marcado con DCX en el DG se ve
afectada tras la inhalacion de elevadas concentraciones con tolueno durante

24 dias.

- La administracion de tolueno durante 24 dias produce la muerte celular
inducida por estrés oxidativo (comprobada por la presencia de 8-OHdGua),
y provoca una activacion de la microglia, observada mediante la activacion

de células en la inmunohistoquimica de OX-42.

- Un andlisis de la ultraestructura del DG de los animales expuestos al
tolueno durante 24 dias, muestra la desorganizacion de la capa granular, la
modificacién de la morfologia de las células granulares, y el aumento del
numero de las células microglia activas. Aunque sin encontrar diferencias en

los nichos neurogénicos.
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6.2.2 EXPOSICION AL TOLUENO DURANTE EL DESARROLLO

- La exposicion a tolueno provoco una mayor tasa de mortalidad entre las
crias. Aunque no hubo diferencias en el sexo de las crias, ni tampoco en

otras caracteristicas medidas como el peso corporal, ni la longitud corporal.

- La inhalacién de tolueno durante 72 dias no afecta a la capacidad
proliferativa de las células marcadas con BrdU+ presentes en el DG.
Aunque si se observo un aumento significativo en las crias tratadas, puesto
que el solvente se les administré durante su gestacion y su etapa prenatal

temprana.

- No se encontr6 efecto en los estudios de supervivencia de las células en
las madres expuestas al tolueno, analizado con el doble marcaje de
BrdU/NeuN en las capas de la corteza prefrontal. En cambio, con este
mismo analisis, las crias expuestas durante su desarrollo al tolueno, si que
mostraron una reduccidn, significativa estadisticamente, en la supervivencia

celular.

- No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el
grupo de madres expuestas al tolueno durante 72 dias, en ninguno de los
parametros medidos para el nimero de dendritas marcadas con DCX,
aunque si lo fueron para la medida de la longitud del arbol dendritico. Del
mismo modo, para las medidas de las crias que inhalaron tolueno tanto

durante su gestacion como durante su etapa postnatal temprana se
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encontraron diferencias significativas para la longitud del arbol dendritico y

no para el nimero de dendritas DCX+.

- La presencia del metabolito 8-OHdGua demuestra la presencia de estrés
oxidativo causado por la exposicion al tolueno, que produce un aumento de

muerte celular en los animales tratados con el solvente.

- La muerte celular encontrada en los animales expuestos al tolueno
induce tanto un aumento en la activacion de las células de microglia, como

de células marcadas por GFAP.

- Los estudios de conducta mostraron que se produce una hiperactivacion
en la actividad locomotora de las madres y las crias nacidas tras la

exposicion al tolueno.

- Los resultados obtenidos en las pruebas de reconocimiento de lugar y
de objetos mostraron resultados diferentes para las madres y las crias. Las
ratas madres, expuestas al tolueno durante su etapa adulta, no mostraron
diferencias estadisticamente significativas, por lo que se puede concluir que
no vieron afectadas sus capacidades cognitivas ni de percepcion. En cambio,
en las crias expuestas al solvente durante su desarrollo, si que se vieron

afectadas ambas capacidades.

- Un andlisis de la ultraestructura del DG de los animales expuestos al
tolueno durante 24 dias, muestra la desorganizacion de la capa granular, la

modificacion de la morfologia de las células granulares, y el aumento del
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numero de las células microglia activas. Aunque sin encontrar diferencias en

los nichos neurogénicos.

El tolueno induce estrés oxidativo, que produce un aumento en la
tasa de muerte celular, que deriva en un aumento en la

neurogénesis adulta en el hipocampo.

El tolueno administrado durante el desarrollo produce la muerte
celular, causando un aumento de la gliosis y afectando a las
funciones cognitivas del hipocampo, como la percepcion y la

cognicion.
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