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RESUMEN

El herbicida atrazina (ATR) es un pesticida ampliamente utilizado en el mundo y
ha sido implicado como un potencial toéxico para el sistema dopaminérgico. Las
vias nigroestriatal y mesolimbica son los dos principales tractos dopaminérgicos
en el sistema nervioso central, los cuales juegan un papel clave mediando amplios
aspectos criticos de la actividad motora y cognitiva respectivamente. En el
presente estudio nuestro objetivo fue determinar los efectos de la exposicion
cronica a atrazina en el sistema nigroestriatal y mesolimbico usando prueba
motoras y cognitivas, ademas de determinar los niveles de monoaminas en el
estriado y nucleo accumbens. Ratas macho expuestas cronicamente a 10 mg/kg
de ATR en la dieta por 12 meses mostraron un incremento de la actividad motora
espontanea en los meses 10 al 12 de exposicion, ademas de una disminucién en
el desempefio de la coordinacién con la prueba de rotorod. Adicionalmente,
encontramos una disminucion en el contenido de dopamina en estriado, sugiriendo
que la via nigroestriatal es un blanco de la exposicidén crénica a ATR. Por otro
lado, la exposicion a ATR no tuvo ningun efecto sobre las pruebas cognitivas, ni el
contenido de monoaminas en el nucleo accumbens. Este resultado indica que la

via mesolimbica no es afectada por la exposicién crénica a la ATR.



SUMMARY

The herbicide atrazine (ATR) is a very used pesticide in the world. It has also been
implicated as a potential dopaminergic system toxicant. Nigrostriatal and
mesolimbic pathways are the two major dopaminergic tracts of the central nervous
system that play key roles in mediating a wide array of critical motor and cognitive
function respectively. In the present study our objective was to determine the
effects of the chronic exposure to ATR on nigrostriatal and mesolimbic systems
using motor and cognitive tests and monoamine content levels in striatum and
nucleus accumbens. Male rats chronically exposed to 10 mg/kg bw ATR in the diet
for 12 months increase spontaneous motor activity at the 10 to 12 month of
exposure and decrease coordination performance in rotorod test. Additionally, we
found a decrease in dopamine content in the striatum, suggesting that nigrostriatal
pathway is a target of ATR chronic exposure. In the other hand, exposure to ATR
did not have any effect over cognitive tests and monoamine content in nucleus
accumbens. This result indicates that mesolimbic pathway is not affected by

chronic exposure to ATR.
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1.INTRODUCCION

La atrazina (6-cloro-N-etil-N'-(1-metiletil)-1,3,5-triazina-2,4-diamina) (ATR)
es un herbicida aplicado antes y después del cultivo y pertenece al grupo de las
triazinas las cuales fueron introducidas a final de los afios 50’s por Ciba-Geigy
conocido actualmente como Syngenta-Novartis (Gammon et al., 2005). Aunque el
uso de la atrazina se ha prohibido en varios paises de la unidn europea, en
América y especialmente en Estados Unidos de América (EUA) continua siendo el
herbicida mas utilizado por su bajo costo y su amplio espectro de accion como
inhibidor del transporte de electrones en la fotosintesis (Eldridge et al., 1994;
Gammon et al., 2005). En México, la Secretaria de Economia reporta un valor total
en importaciones de 350 toneladas en el afio 2008, lo que lo ubica como el cuarto

pesticida de mayor uso en nuestro pais (Siavi, 2008).

Algunos estudios realizados en ratas adultas expuestas cronicamente a
ATR reportan alteraciones tanto en el sistema reproductivo como en el endocrino
(Cooper et al., 1996; Eldridge et al., 1999a; Friedmann, 2002; Stoker et al., 2000).
Asimismo, se han reportado alteraciones puntuales al sistema inmunoldgico,
concretamente en la maduraciéon de las células dendriticas y en el balance de las
poblaciones entre las células CD4+ y CD8+ en una linea celular (JAWSII) y en
ratones juveniles respectivamente (Filipov et al., 2005; Pinchuk et al., 2007). Sin
embargo, pocos estudios han centrado su atencion en los posibles efectos

neurotoxicos por exposicion a la ATR.

Para llevar a cabo la caracterizaciéon neuroconductual de la exposicion
cronica a ATR, se evaluaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley recién
destetadas, las cuales fueron expuestas diariamente a una dosis de 10 mg de
ATR por kg de peso, incorporados en las croquetas del alimento durante un ano.
En este estudio se propuso evaluar la integridad de los sistemas dopaminérgico,
nigroestriatal y mesolimbico, ademas de sus estructuras relacionadas (estriado y
nucleo accumbens, respectivamente), por lo que al final de la exposicidon se
llevaron a cabo tareas conductuales relacionadas con la integridad de dichas

regiones cerebrales.



ANTECEDENTES

ATRAZINA
Generalidades

La exposicion a sustancias contaminantes del medio ambiente como son
los pesticidas y metales se ha relacionado con el desarrollo de diversas
enfermedades particularmente carcinomas, alteraciones al sistema motor (Jackson
& Grainge, 1975) y enfermedades neurodegenerativas tales como la enfermedad
de Parkinson (EP). La EP se manifiesta por alteraciones del movimiento resultado
de la degeneracién del sistema nigroestriatal. Desde la identificacién del 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), un compuesto sintético de la heroina, el
cual destruye selectivamente a las células dopaminérgicas de la substancia nigra
pars compacta (SNpc) provocando un fenotipo similar al de la EP (Langston et al.,
1984), se ha especulado que el desarrollo de la EP de tipo idiopatico pudiera estar
ligado a factores epigenéticos. Apoyando esta teoria, estudios en modelos
animales han mostrado que la administracion simultanea del fungicida maneb y
del herbicida paraquat (Thiruchelvam et al., 2000b) o del piscicida rotenona
(Betarbet et al., 2000) provocaban la degeneracion de la sustancia nigra pars

compacta con el consecuente desarrollo del fenotipo de la EP en roedores.

A partir de entonces, se ha puesto especial atencion sobre el efecto téxico
que los pesticidas ejercen sobre el sistema nervioso, particularmente aquellos que
son de alta demanda en el mercado y que por su amplio uso implican
potencialmente la exposicion de mayor cantidad de individuos. La ATR es uno de
ellos, con 50 afos en el mercado su utilizacion ha ido en aumento, principalmente
a principios del aino 2000, donde se ubicé como el herbicida de mayor consumo en
EUA y sexto a nivel mundial. Su éxito radica en su bajo costo y amplio espectro de
accion para controlar el crecimiento de hierbas indeseables. La ATR es elaborada

por las principales firmas mundiales de agroquimicos (Syngenta, Monsanto, Bayer,


http://en.wikipedia.org/wiki/Methyl
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
http://en.wikipedia.org/wiki/Pyridine

Dow), y es distribuido a través de mas de 130 productos que llevan a la ATR

como sustancia activa (Newcomb, 2003).

Propiedades fisicoquimicas

La ATR tiene un coeficiente de carbono organico (Koc) mayor a los 100
L/kg lo que le confiere una movilidad moderada a través del suelo, sin embargo
tanto su coeficiente de absorcidn (2.61 Log Kow) como su baja capacidad de
volatilidad por su presion de vapor (3 x 10" mm Hg a 20 °C), le permite mantener
una alta fijacion al suelo. Su vida media ha sido calculada desde 60 dias hasta 2
anos en el suelo, la cual puede variar segun las condiciones de pH.
Adicionalmente, la ATR posee una baja solubilidad en agua (30 mg/L). Por las
propiedades fisicoquimicas antes citadas, la ATR ha sido considerada como un

contaminante potencial de aguas superficiales y profundas (Fan & Alexeeff, 1999).

Toxicocinética

La ATR se absorbe bien en el tracto gastrointestinal. Asi, en un estudio
previo se evaluo la absorcion y excrecion de la ATR en la rata después de
administrar oralmente una dosis de 0.53 mg de ATR/kg de peso conteniendo 3.54
mCi de "C. Después de 72 horas el 20% de la ATR fue excretada en un 30% via
heces, 65% por orina y el 15% retenida en los tejidos. En ese estudio se determind
valores de absorcion de ATR entre 70-80% de la dosis administrada, ademas de
proponer al sistema urinario como la ruta primaria de excrecion (Ciba-Geigy,
1987).

Por otro lado, aunque existe evidencia de que la ATR penetra al sistema
nervioso, aun se desconoce el mecanismo mediante el cual atraviesa la barrera
hematoencefalica. En un trabajo reciente se evalud la distribucion de la ATR en la
leche marcada radioactivamente en distintos érganos de ratas lactantes expuestas
a una sola dosis de 2 y 4 mg/kg via intragastrica (Stoker & Cooper, 2007). Los



autores encontraron que los niveles de ATR se distribuyeron homogéneamente
en estructuras como el hipotalamo y la hipdfisis. Aunado a ello, las
concentraciones en estas regiones, aumentaron en proporcion con la dosis
administrada. En contraste, algunas regiones periféricas como la glandula
mamaria y pulmones mantuvieron los mismos niveles de ATR
independientemente de la dosis administrada. Cabe sefalar que las estructuras
encefalicas analizadas representaron, después del higado, riion y plasma
sanguineo, las regiones con mayores niveles de ATR a la dosis de 4 mg/kg.
Asimismo, Ross y colaboradores (2009) evaluaron in vivo la distribucion de la ATR
y sus metabolitos en raton. En este estudio, se administraron dosis individuales de
5 a 250 mg ATR/kg peso por via gastrica en ratones C57BL/6. Se observé que los
niveles de ATR en cerebro se incrementaron de manera dosis-dependiente;
adicionalmente, la depuracion reportada en tejido nervioso fue mucho menor
respecto a higado, rifidn o sangre (Ross et al., 2008). Esto sugiere que dado el
alto contenido lipidico en el cerebro, la ATR tiende a persistir en este tejido por
mayor tiempo. Este resultado habia sido reportado desde 1972 por Bakke en
ratas, quien describi6 que los niveles de ATR radioactiva disminuian mas
lentamente en cerebro con respecto a otras estructuras periféricas después de
administrar ATR-"*C durante 8 dias (Bakke et al., 1972).

Metabolitos y biotransformaciéon

La ATR es tipicamente desalquilada en diferentes compuestos en los que
se incluyen desetilatrazina (DEA), deisopropilatrazina (DIA) y diaminoclorotriazina
(DACT) (Figura 1). Actualmente estos metabolitos son investigados por su posible

papel toxico.

La biotransformacién en humanos ha sido poco caracterizada. Se ha
reportado que en roedores la fase-l de biotransformacion es la dominante para la
desalquilacion de la ATR, con una menor participaciéon de la fase-Il. Sin embargo

existen reportes de la presencia de importantes mercapturatos de ATR en la orina



humana, sugiriendo un papel de la fase-ll dependiente de glutatién para la
desintoxicaciéon del organismo por la exposicion a la ATR. En estudios de
exposicion dérmica el principal metabolito obtenido en la orina son los
mercapturatos de ATR, esto es importante ya que una de las principales vias de
exposicion ocupacional es a través del contacto dérmico (Lucas et al., 1993). Sin
embargo, al parecer no constituye un riesgo para la exposicion no-ocupacional,
por lo que otros metabolitos como DACT dependiente de la fase |, deben ser

evaluados (Barr et al., 2007).
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Figura 1. Metabolitos de la atrazina, formados en distintos sistemas biolégicos. Abreviaciones: AM,
mercapturato de atrazina; ATZ, atrazina; ATZ-OH, hidroxiatrazina; DEA, desetilatrazina; DIA,
deisopropilatrazina; DACT, diaminocloroatrazina; DEAM; mercapturato de desetilatrazina; DAMT,

mercapturato de diaminoatrazina; DIAM, mercapturato de deisopropilatrazina (Barr et al., 2007).



Exposicién

En nuestro pais no existe informacion sobre la presencia de la ATR en los
mantos acuiferos, y aunque su uso es abundante, no se ha generado ninguna
politica sobre los limites permisibles para esta sustancia. Para los EUA, la Agencia
de Proteccion al Ambiente (EPA por sus siglas en inglés) ha calculado que el
limite permisible para una exposicidn cronica a esta sustancia es de 0.018
mg/kg/dia. Este dato se basa en estudios en roedores de los cuales la dosis
minima a la cual no se observo efecto toxico (NOAEL) por exposicion cronica fue
de 1.8 mg/kg/dia (EPA 2003).

La ATR es considerado el pesticida mas comunmente detectado en aguas
superficiales y pozos profundos en las zonas donde su uso es intensivo (Barbash
et al., 2001). Se ha mostrado su presencia con una frecuencia mayor al 30% en
alimentos y viviendas cercanos a sitios rurales donde se emplea este herbicida
(Curwin et al., 2005; Gammon et al., 2005; Lioy et al., 2000), aunado a ello, se ha
calculado una exposicidn ocupacional con base a un rango de absorcion dérmica
del 5.6% de 2.8 mg de ATR/dia de trabajo, en los aplicadores de plaguicidas
(Gammon et al., 2005). Sin embargo, aun son inciertos los niveles reales a los que
estd expuesto un individuo; los datos sugieren que la exposicién a la ATR se
produce a través de multiples vias, siendo las mas importantes la via oral y la

dérmica.

Por otro lado, la naturaleza y grado de exposicion de la ATR en humanos
continua siendo tema de debate. Aunque diversos estudios confirman la
exposicion en humanos (Adgate et al., 2001; Barr et al., 2007; Catenacci et al.,
1997), la problematica se ha centrado en dos aspectos: (1) no existe un
biomarcador universal que determine los niveles de ATR a los que ha estado
expuesto un individuo, debido principalmente a la falta de informacion sobre el
metabolismo de la ATR (Mcmullin et al., 2003) y limitaciones metodoldgicas para
la determinacion de la ATR y sus metabolitos en sangre, orina y tejidos (Ross &
Filipov, 2006); ademas, recientemente se ha demostrado que la presencia de

metabolitos de la ATR en orina esta en funcion del tipo de exposicion, es decir que



durante una exposicion crénica o aguda el metabolito primario detectado es
distinto. Lo mismo ocurre si las dosis son altas o bajas (Barr et al., 2007). (2) el
segundo aspecto es la falta de informacion acerca de los niveles reales de ATR en
individuos sin actividad agricola. Se ha reportado que menos del 3% de los
participantes se encontraban por arriba del limite de deteccidén, por lo que se
concluyd que el riesgo no-ocupacional era minimo (Alavanja et al., 1994; Lioy et
al., 2000; Macintosh et al., 1999). Por el contrario, Curwin y colaboradores
analizaron los niveles de mercapturatos de ATR en orina en una zona rural, tanto
en familias donde el padre era agricultor, como en aquellas donde su actividad era
distinta, encontrando que el porcentaje de individuos por arriba de los niveles del
limite de deteccidén en familias de padre agricultor, eran 45% para el padre, 28%
para la madre y 26% para los hijos; mientras que para las familias de padre no-
agricultor los porcentajes eran del orden de 18% para el padre, 15 % para la
madre y 12% para los hijos; muy por arriba de lo reportado en estudios previos.
Esto sugeria, que aunque la exposicion ocupacional es mayor, existe un factor de
riesgo inherente para aquellas personas cercanas a la actividad agricola, e
inclusive para las que no tiene relacién con ésta (Curwin et al., 2005; Curwin et al.,
2007b,). No obstante, estos estudios han considerado unicamente Ila
determinacién de mercapturatos de ATR, un metabolito poco frecuente (< 10% de
las muestras). Por lo anterior, Barr y colaboradores (2007) sefalan que la
exposicion no-ocupacional podria constituir un factor de riesgo subestimado si sélo
se analizan los niveles de mercapturatos de atrazina, ya que la determinacion de

estos compuestos constituye una via de biotransformacién menos importante.

SISTEMA DOPAMINERGICO
Dopamina
a) Sintesis

El neurotransmisor dopamina (DA) pertenece al grupo de las catecolaminas

que se caracteriza por contener en su estructura quimica un grupo catecol (anillo



de benceno con dos radicales hidroxilo adyacentes) y un grupo amino (Smeets &
Gonzalez, 2000). La DA se sintetiza a partir del aminoacido L-tirosina (Figura 2),
que es hidroxilado por accién de la enzima tirosina hidroxilasa (TH) a 3,4-
dihidroxifenilanina (L-DOPA). La hidroxilacién de tirosina representa el paso
limitante en la via de biosintesis de las catecolaminas y para su reaccion es
necesaria la presencia de la coenzima tetrahidrobiopterina, oxigeno y el hierro
como cofactor (Fitzpatrick, 1999). La segunda enzima que interviene en el
proceso de sintesis es la DOPA-descarboxilasa la cual utiliza como coenzima el
fosfato de piridoxal que activa a la enzima y cataliza la remocion del grupo

carboxilo de L-DOPA transformandola en dopamina (Siegel et al., 2007).

Figura 2. Biosintesis de dopamina.

b) Enzimas de sintesis.



Tirosina hidroxilasa (TH). La TH pertenece a la familia de las enzimas
dependientes de tetrahidrobiopterina (BH4), las cuales contienen hierro en su
estructura. La enzima TH es un tetramero con una masa molecular de 240 kDa la
cual existe en cuatro isoformas en el ser humano y sélo una en la rata (Lewis et
al., 1993). Se encuentra TH en cerebro, retina, y en el sistema nervioso simpatico.
La actividad de la TH puede ser modulada mediante dos mecanismos: primero, de
mediano a largo plazo, a través la regulacion de su expresion génica (regulacion
transcripcional y traduccion, y segundo, a corto plazo, mediante la actividad
enzimatica (regulacion alostérica, retroalimentacién negativa y fosforilacién (Kumer
& Vrana, 1996). Recientemente se ha propuesto que el principal mecanismo de
regulacion de la TH es a través de la fosforilacién de sus multiples residuos de
serina (residuos 8, 19, 31, 40) (Dunkley et al., 2004). Este proceso parece ser el
principal responsable de la regulacion de los niveles celulares de catecolaminas.
Sin embargo se ha demostrado que la expresion de TH en los tejidos puede
aumentar por factores estresantes tales como el ayuno, ciclos circadianos, estrés,
etc. Particularmente en el ayuno, la expresion de TH se ha reportado disminuida o
aumentada en el area ventral tegmental (AVT) mientras que la sustancia nigra
pars compacta (SNpc) no muestra cambios en la expresion de TH (Sabban &
Kvetnansky, 2001).

DOPA-descarboxilasa (DCC). La DDC es una enzima dependiente de
fosfato de piridoxal, la cual descarboxila de manera muy eficiente al L-DOPA
intracelular convirtiéndolo en dopamina. La DCC también llamada descarboxilasa
de los aminoacidos aromaticos, por su capacidad de actuar sobre el 5-
hidrotriptéfano convirtiéndolo en serotonina. Esta enzima se encuentra
ampliamente distribuida en los cuerpos neuronales dopaminérgicos Yy
serotonérgicos asi como también se encuentra presente en tejidos no-neurales

como rifidn y arterias (Siegel et al., 2007).

c) Vesiculacion, liberacion y recaptura de dopamina



Posterior a su sintesis la dopamina es almacenada en vesiculas, aunque es
normal que una baja cantidad de DA permanezca libre en el citosol y sea
metabolizada por la monoamina oxidasa (MAO-A). La vesiculacion de DA es
llevada a cabo por el transportador vesicular de membrana (VMAT-2) el cual
puede ser bloqueado in vivo con reserpina. La accion de VMAT-2 es bombear con
gasto energético hacia el exterior un protén de H* e internalizar una molécula de
DA, se llegan a alcanzar concentraciones de 0.5 mol/l de DA en las vesiculas
(Siegel et al., 2007). Las vesiculas juegan un papel clave abasteciendo al sistema
de DA disponible para su liberacion cuando un potencial de accion alcanza la
terminal axdnica y el flujo intracelular de Ca®* aumenta lo suficiente para promover
la fusién de las vesiculas con la membrana y descargar su contenido al espacio
sinaptico. La DA extracelular es recapturada a través del transportador de
dopamina (DAT), el cual es una proteina de membrana de 620 aminoacidos que
recaptura de 2-5 moléculas de DA por segundo con gasto energético (Cragg &
Rice, 2004). Algunos neurotéxicos como el MPTP y la 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) son también recapturados por DAT, lo que constituye uno de los
mecanismos neurotdxicos mas estudiados para la generacion de modelos de la
EP inducidos por la muerte de neuronas dopaminérgicas. Por otro lado drogas
como la cocaina y antidepresivos triciclicos pueden bloquear de manera selectiva

a este transportador (Siegel et al., 2007).

d) Metabolismo

El exceso de dopamina intracelular que no es vesiculada es rapidamente
metabolizada por la enzima monoamina oxidasa (MAO). La MAO es una
flavoproteina localizada en la membrana mitocondrial externa que cataliza la
desaminacion de DA al acido dihidroxifenilacético (DOPAC) como se muestra en
la Figura 3. EL DOPAC puede difundirse facilmente fuera de la neurona
(Edmondson et al., 2004); en el espacio extracelular el DOPAC es metabolizado
por una segunda enzima de degradacion, la catecol-O-metiltransferasa (COMT), la

cual se encuentra presente en la glia y en la terminal postsinaptica. La COMT



cataliza la transferencia de un grupo metilo al DOPAC para formar el acido
homovanilico (HVA). Aunque una también puede producirse extracelularmente

una pequefia cantidad de 3-metoxitiramina a través de la actividad de la COMT

Figura 3. Metabolismo de la dopamina.

e) Receptores

El efecto fisiolégico de la dopamina es mediado a través dos familias de
receptores metabotrépicos de siete dominios transmembranales acoplados a
proteinas G: los receptores de dopamina tipo 1 (D1) y los receptores de dopamina
tipo 2 (D2) (Spano et al., 1978) los cuales son subdivididos segun su capacidad
para estimular o inhibir respectivamente la actividad de la adenilato ciclasa (AC).
Con el advenimiento de los métodos de clonacion las dos familias fueron



ampliadas clasificandose finalmente en: receptores tipo D1 (D1 y D5) y los
receptores tipo D2 (D2, D3, D4).

Caracteristicas de los receptores tipo D1. Los receptores tipo D1 se
encuentran acoplados a una proteina G estimuladora (Gs), la cual estimula la
actividad de la adenilato ciclasa y cataliza la conversion de adenosin trifosfato
(ATP) a adenosin monofosfato ciclico (AMPc). El aumento en los niveles de AMPc
causa la disociacion de la unidad reguladora de la proteina cinasa A (PKA) y por
consiguiente el sitio catalitico de la PKA queda expuesto para fosforilar numerosos
substratos. PKA puede activar varios factores de transcripciéon que al entrar al
nucleo estimulen la expresion de algunos genes de respuesta inmediata como c-
fos, c-jun y knox, o bien puede actuar uniéndose a otros factores de trascripcidon
que estimulan la transduccion de genes de respuesta a largo plazo, como es el
caso del elemento de respuesta al AMPc (CRE). Tanto en roedores como primates
el subtipo D1 se distribuye virtualmente por todo el cerebro con excepcion de AVT
y la glandula pituitaria (Boyson et al., 1986), mientras que el subtipo D5 esta
confinado principalmente a la region del hipotalamo, corteza cerebral e hipocampo
(Siegel et al., 2007).

Caracteristicas de los receptores tipo D2. Los receptores tipo D2 son mas
diversos y versatiles que los receptores tipo D1. Estos incluyen tres subtipos (D2,
D3, D4) y dos isoformas (D,L y D,S) generados por splicing alternativo (Giros et
al., 1989). Los receptores tipo D2 se encuentran acoplados a proteina G inhibidora
(Go) de la adenilato ciclasa (AD), con la consecuente la disminucién en los niveles
de AMPc. Los receptores D2 también son activadores de canales de K* que
estimulan a la fosfolipasa A, la cual bloquea los canales de Ca** disminuyendo su

concentracion en la neurona (Bentivoglio & Morreli, 2005).

Numerosas investigaciones han confirmado que la mayor densidad de
receptores del subtipo D2 se encuentra en el estriado ventral y dorsal de roedores
y primates, mientras el subtipo D3 es mas numeroso en el nucleo accumbens y el
tubérculo olfatorio; finalmente el subtipo D4 esta confinado principalmente a la
corteza frontal, el bulbo raquideo y al mesencéfalo (Bentivoglio & Morreli, 2005).



Vias dopaminérgicas

El estudio de las catecolaminas (CA) se inicia en los afios sesenta con el
descubrimiento por Carlsson et al. (1962) de dos grupos discretos uno
dopaminérgico y otro noradrenérgico en el cerebro (Carlsson et al., 1962). Dos
afios después, (Dahlstroem & Fuxe, 1964) extienden y detallan a 12 nucleos
catecolaminérgicos en el cerebro de la rata (A1-A12), y posteriormente se
adicionaron cinco grupos mas (Bjorklund & Dunnett, 2007). Existen tres grandes
nucleos dopaminérgicos mesencefalicos: area retrorrubral (A8), SNpc (A9) y AVT
(A10). Estas areas representan nucleos individuales con vias de proyeccion y

funciones distintas (Figura 4).

Figura 4. Esquema de las vias dopaminérgicas en cortes longitudinales de roedor. Fasciculo
Medial Telencefalico (FMT); Nucleo Accumbens (NAc); Sustancia Nigra pars compacta (SNpc);

Caudado-Putamen (CPu); Sustancia Nigra reticulata (SNr).

a) Via nigroestriatal

La via mesoestriatal mas conocida como nigroestriatal se origina en las
neuronas dopaminérgicas de la SNpc. Por su citoarquitectura y conexiones se
divide en dos porciones, la dorsal y la ventral. La porcidon dorsal esta

caracterizada por neuronas con dendritas en direccion mediolateral, positivas a



calbindina-D2sk, las cuales se proyectan principalmente a la matriz del estriado. Por
su parte las neuronas de la hilera ventral tienen un arreglo dorsoventral, son
negativas a calbindina-D2sk y se proyectan a los parches del estriado (Smeets &
Gonzalez, 2000).

La via nigroestriatal se proyecta ipsilateralmente hacia el estriado
estableciendo en su mayor parte sinapsis simétricas con las espinas y dendritas
de las neuronas medianas espinosas (NME) las cuales conforman los sistemas de
salida de esta region a través de las vias directa e indirecta. La dopamina ejerce
su efecto modulador por la via directa principalmente a través de los receptores
D1 que tienen alta expresion en las poblaciones estriatonigrales de NME positivas
a sustancia P. Por otro lado, la via indirecta es regulada por los receptores D2 los
cuales son expresados en NME positivas a encefalina (Bentivoglio & Morreli,
2005).

La segregacion de los receptores D1y D2 en la via directa e indirecta indica
que la entrada dopaminérgica afecta diferencialmente la funcion de las
poblaciones de neuronas estriatales, ya que los receptores D1 ejercen
principalmente su papel excitatorio a través de la via directa estriatonigral. Por otro
lado los receptores D2 inhiben la funcién de las neuronas estriatopalidales de
proyeccion a través de la via indirecta. El balance entre estas dos vias resulta en

la funcionalidad y coherencia de la actividad motora (Bentivoglio & Morreli, 2005).

b) Via mesolimbica

La via mesolimbica se origina en un segundo grupo de neuronas
dopaminérgicas mesencefalicas ubicadas en el AVT. Los axones de las neuronas
de AVT se proyectan ipsilateralmente a la corteza frontal, el septum lateral,
nucleos habenulares y de manera primordial al nucleo accumbens, tanto en la
regiéon central como cubierta. La via mesolimbica provee una interfase con el

sistema limbico y otras regiones cerebrales como la corteza y tronco encefalico.



EFECTOS TOXICOS POR LA EXPOSICION A LA ATRAZINA

Los estudios realizados para evaluar la toxicidad causada por exposicion a
la ATR presentan una alta heterogeneidad, esto en gran parte debido a la
dificultad para comparar tanto los modelos experimentales utilizados, como las
vias, dosis y tiempos de exposicidn al toxico. Aun cuando en un inicio se intentd
probar su genotoxicidad los resultados han sido inconsistentes. La EPA sefala
que la exposicion a bajas dosis de ATR no influye en procesos carcinogénicos. Un
estudio reportd un aumento en la incidencia de tumores mamarios en ratas
hembras de la cepa Sprague-Dawley expuestas cronicamente a 400 ppm de
ATR/kg de comida (Wetzel et al., 1994). Trabajos posteriores propusieron que el
aumento en la incidencia tumoral podria estar relacionado con la pérdida de la
homeostasis catecolaminérgica en el hipotdlamo por la exposicion a la ATR
(Cooper et al., 1996; Wise & Naylor, 1987). Dicha hipétesis se basa en estudios de
exposicion cronica a bajas dosis de ATR, realizados por Eldridge (1999) en los
que usaron ratas de la cepa Sprague-Dawley expuestas a 40-400 ppm de ATR
durante un periodo de 13 a 26 semanas, observando un aumento en la actividad y
cantidad de estrégenos en la glandula mamaria, posiblemente debido a una
disminucién en la actividad noradrenérgica del hipotalamo, lo cual provoca una
disminucién en la liberacién de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH),
alterando a su vez el ciclo de la hormona luteinizante y foliculo estimulante. Tales
alteraciones hormonales resultan en que el animal ingrese a la fase de estro de
manera repetida y se aumente la secrecion de estrogenos gonadales (Eldridge et
al., 1999b; Eldridge et al., 1999a). Dicha hiperactividad en el eje hipotalamo-
pituitaria-gébnadas ha sido relacionado previamente con senescencia ovarica
temprana y un aumento en la incidencia de tumores mamarios en ratas
(Nagasawa & Morii, 1981). Sin embargo, aun se desconocen con exactitud los
mecanismos mediante los cuales la ATR produce estas alteraciones

catecolaminérgicas que resultan en el desajuste del eje endocrino-reproductivo.



EFECTOS NEUROTOXICOS POR LA EXPOSICION A LA ATRAZINA

En 1982 se reportd el primer estudio neurotoxicologico de la ATR. En aquel
tiempo Castano et al. (1982) observaron que la administracion cronica de ATR en
ratas producia alteraciones en el equilibrio, espasmos tonicos y nistagmo. En afios
posteriores, Ugazio et al. (1991) reporté una disminucién en la actividad motora
vertical en ratas expuestas a una dosis de 1 g ATR/kg durante 4 dias; de la
misma manera Rodriguez et al. (2005) observaron el efecto contrario en la
actividad locomotora espontanea en ratas expuestas diariamente a una dosis de

10 mg ATR/kg durante seis meses.

Las alteraciones motoras, podrian explicarse por los multiples efectos sobre
los sistemas de neurotransmision dopaminérgica reportados recientemente. Por
ejemplo, se ha demostrado tanto en modelos in vitro como in vivo que la
exposicion a la ATR resulta en decremento en los niveles de dopamina en estriado
(Filipov et al., 2007; Rodriguez et al., 2005), pérdida de neuronas TH+ y TH- en
SNpc y AVT (Coban & Filipov, 2007; Rodriguez et al., 2005) y disminucion en la
liberacién de dopamina (Rodriguez et al., 2005). Lo anterior se correlaciona con lo
observado previamente por el grupo de Das (Das et al., 2000, 2001, 2003) en
estudios in vitro, quienes proponen que las enzimas que sintetizan a las
catecolaminas pudieran ser un blanco de la ATR. Esto ultimo resulta interesante
ya que datos recientes (Rodriguez, comunicacion personal), indican que la
administracion aguda de 100 mg ATR/kg en ratas Long-Evans incrementa la
actividad de la TH por fosforilacion de las serinas de los sitios 19 y 40,
posiblemente a través de inhibir a la fosfodiesterasa. Aunado a ello, en un reciente
estudio in vitro, se observd una disminucion en la recaptura de DA intracelular por
el transportador vesicular (VMAT-2). A concentraciones de 1 uM de ATR la
recaptura decayo6 un 17% mientras que a la concentracién mas alta de 250 uM, la
disminucién fue cercana al 50% (Hossain & Filipov, 2008). Los autores sefialan
que al haber mas DA no vesiculada en el citosol, la neurona se encuentra

susceptible a las especies reactivas de oxigeno generadas por la auto-oxidacion



de la DA y la generacién de quinonas de dopamina. Estos eventos podrian
producir un aumento significativo en la generacion de especies reactivas,

aumentando el estrés oxidante en la neurona.

Hasta el momento no existe ningun reporte en la literatura que haya
evaluado los posibles efectos neurotoxicos de la ATR dentro de un contexto
conductual. Esto resulta pertinente por las implicaciones que tiene la exposicion a
ATR en los sistemas catecolaminérgicos, los cuales se encuentran ligados a
diversas funciones como son el control del movimiento (sistema dopaminérgico
nigroestriatal), en la recompensa y emociones (sistema dopaminérgico
mesolimbico) (Viggiano et al., 2003). Por lo tanto el presente estudio pretende
evaluar las posibles alteraciones en los sistemas dopaminérgicos, provocados por
la exposicién crénica a la ATR, mediante una bateria de pruebas motoras,

cognitivas y neuroquimicas.



JUSTIFICACION

Estudios previos (Rodriguez et al., 2005) sugieren que la exposicion a la
ATR produce alteraciones en la fisiologia de los sistemas de neurotransmision
incluyendo el dopaminérgico. Dada la importancia de este sistema para la
planeacion e iniciacion de conductas motoras a través de la via nigroestriatal y la
realizacion de tareas de aprendizaje y memoria mediante la via mesolimbica, es
importante evaluar si la exposicidon crénica al herbicida ATR provoca alteraciones
cuantificables a través del empleo de una bateria de pruebas conductuales y si
esto se correlaciona con el contenido de dopamina y sus metabolitos en

estructuras blanco de la vias dopaminérgicas



HIPOTESIS

La exposicion crénica a la ATR tiene efectos deletéreos en los sistemas
nigroestriatal y mesolimbico, los cuales se ven reflejados en la conducta y en la

neuroquimica dopaminérgica de la rata macho de la cepa Sprague-Dawley.

Hipotesis 1

La exposicion crénica a 10 mg de ATR/kg de peso produce alteraciones en

la expresion de pruebas conductuales.

Hipotesis 2

La exposicion crénica a 10 mg de ATR/kg de peso produce alteraciones en
los niveles de monoaminas cuantificados en el estriado y del nucleo accumbens

de ratas macho Sprague-Dawley



OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la neurotoxicidad provocada por la exposicién cronica a la ATR en
los sistemas dopaminérgicos mesolimbico y nigroestriatal de la rata albina de la

cepa Sprague-Dawley.

Objetivos Especificos

a. Evaluar mediante tareas conductuales relacionadas con el cuerpo
estriado y nucleo accumbens el efecto de la exposicion crénica a 10 mg
de ATR/kg de peso en los sistemas nigroestriatal y mesolimbico en la

rata Sprague-Dawley.

b. Medir el contenido de monoaminas en el cuerpo estriado, nucleo
accumbens de ratas Sprague-Dawley expuestas cronicamente a 10 mg
de ATR/kg de peso.



DISENO EXPERIMENTAL

Método General

Se utilizaron 20 ratas macho recién destetadas (DPN 21) de la cepa
Sprague-Dawley, las cuales fueron habituadas a un ciclo de luz/obscuridad
(8:00/20:00 hrs). A las ratas control se les administré alimento (LabDiet 5001),
mientras que el grupo tratado con ATR recibieron alimento (LabDiet 5001) el cual
contenia 300 mg de ATR/kg, del cual se administraba diariamente una dosis de 10
mg/kg de peso del animal durante 12 meses. Esta dosis fue seleccionada de un
estudio previo de (Rodriguez et al., 2005), en el cual se observé disminucién de
DA dependiente de la dosis y un aumento en la actividad motora espontanea

también dependiente de la dosis.

Una vez que las ratas alcanzaron los 300 g de peso, el acceso al alimento
fue restringido para mantener al animal en este peso. El agua se mantuvo ad

libitum durante el curso del experimento. El peso corporal se registré diariamente.

Se evalué mensualmente la actividad locomotora espontanea de los
animales y antes de finalizar la exposicidon se les sometid a una bateria de pruebas
cognitivas y motoras. Finalizada la exposicion los animales fueron sacrificados por
decapitacion, se extrajo el cerebro y se realizd la diseccidn del cuerpo estriado y
del nucleo accumbens. Posteriormente el tejido se congelé a -80 °C para el
anadlisis de monoaminas por HPLC. A continuacion se ejemplifica el diseno

experimental:



MATERIALES Y METODOS

Sujetos

Se utilizaron 20 ratas macho recién destetadas (DPN21) de la cepa
Sprague-Dawley con un peso inicial de 40-60 g, obtenidas del Bioterio del Instituto
de Neurobiologia, UNAM.

Todos los procedimientos experimentales llevados a cabo siguieron las
regulaciones establecidas por “El reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacién de la Salud” de la Secretaria de Salud (publicada en
enero de 1987) y la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 “Especificaciones

técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio”.

Preparacion de croquetas con atrazina

Las croquetas se prepararon mezclando el alimento de purina (Rat Chow
formula 5001) con agua desionizada para formar una mezcla homogénea a la cual
se le afiadié la ATR obtenida de Chem Service (West Chester, PA, USA).
Posteriormente, la mezcla fue cortada en trozos y secada al sol o en un horno a
50-60 °C. Las croquetas para el grupo control fueron preparadas de la misma

manera pero sin ATR.

Pruebas motoras
Actividad locomotora espontanea

La actividad se registro utilizando un sistema automatizado que consistio en
cajas (40 x 40 x 30 cm) de acrilico transparente [Digiscan Animal Activity Monitors,
Accuscan Inc. (Colombus, Ohio, USA)] rodeadas por dos niveles de sensores
infrarrojos los cuales detectan los movimientos del animal. Estos datos son
transmitidos a una interfase que los cuantifica y envia a un sistema de cémputo

donde son clasificados en distintos parametros de actividad. El registro tiene una



duraciéon por 25 horas. Durante el experimento los animales tienen libre acceso al

agua y alimento (Bardullas et al., 2008).

Los tipos de variables analizadas en este estudio se definen de la siguiente

manera:

Actividad Horizontal (AH).- El numero total de interrupciones en el sensor

horizontal en un tiempo de muestreo determinado.

Distancia total: (DT).- Indica la distancia recorrida (cm) por el animal en un
tiempo de muestra determinado. Este parametro es el mayor componente de la

actividad ambulatoria.

Numero de movimientos (NM).- Numero de movimientos horizontales realizados
por la rata en un tiempo de muestreo determinado. Los movimiento individuales

estan separados por un periodo de al menos un segundo.

Tiempo en movimiento (TM).- Es el tiempo (segundos) que el animal esta en

actividad ambulatoria durante un periodo determinado de tiempo.

Actividad Vertical (AV).- El numero total de interrupciones en el sensor vertical

en un tiempo de muestreo determinado.

Tiempo de Actividad Vertical (TV).- Es el tiempo (segundos) que el animal se
encuentra obstruyendo el sensor vertical al incorporarse, de esta manera la

variable se incrementa hasta que el animal esta por debajo del sensor vertical.

Cuentas estereotipadas (CE).- Numero de veces que el animal interrumpe
repetidamente (mas de un segundo) el mismo sensor durante la actividad

estereotipada.

Numero de estereotipias (NE).- Numero de veces que el sistema capta
comportamiento estereotipado en el animal. Se requiere que el movimiento dure 1

segundo o mas para separar un episodio estereotipado del siguiente.

Distancia en el margen (DM).- La distancia en cm que el animal recorre en el

margen o esquina de la caja.



Distancia en el centro (DC).- La distancia en cm que el animal recorre en el

centro de la caja.

Coordinacion motora (rotorod)

Para evaluar la coordinacion motora en la ratas expuestas a 10 mg de
ATRI/kg se utilizé el aparato [IITC 755 ROTOROD, (San Diego, CA, USA)] el cual
consiste en una estructura metalica con 5 cilindros internos de 3.75” de diametro
movidos por un motor; al cilindro se ha adherido una superficie rugosa que le
permite al animal sujetarse al cilindro. En la parte inferior del cilindro se encuentra
una plataforma la cual al caer el animal activa dos sensores los cuales detienen al
cilindro en movimiento. El aparato proporciona el tiempo al cual el animal cae, asi

como la velocidad del cilindro en revoluciones por minuto (rpm).

Protocolo de aceleracién. Este protocolo fue adaptado de (Monville et al.,

2006). Brevemente, los animales fueron habituados al aparato colocandolos en la
rueda sin movimiento durante 2 minutos. Seguido de esto, se entrenaron a los
animales durante tres dias en dos sesiones diarias a una aceleracion de 4 a 20
rom por 60 segundos hasta estandarizar que todos los animales terminaran la
prueba en al menos una ocasién. Los animales que al término de las sesiones no

cumplieron con este criterio fueron descartados.

Después de la fase de entrenamiento se realizaron 3 ensayos consecutivos

uno cada dia, a la misma hora (12:00 pm), en donde se registré el tiempo y las



rom en caer del cilindro en movimiento. Los parametros programados en el

aparato fueron los siguientes:
Tiempo total 240 segundos
Velocidad inicial 10 rpm
Velocidad final 45 rpm

Aceleracion 45 rpm en 180 segundos

Pruebas de aprendizaje y memoria
Laberintoen T

Alternancia retardada

Se utiliza un laberinto en T modificado con una camara de inicio que termina en un
area de eleccién dividida por una pared con una entrada a cada compartimiento, al
final del cual se encuentra el reforzador. El experimentador puede controlar el
acceso al reforzador mediante una puerta estilo guillotina que se localiza a la

mitad del compartimiento.

Se coloca a la rata en la cdmara de inicio y se registra el compartimiento

elegido para consumir el reforzador. En el siguiente ensayo se cierra la puerta del



compartimiento previamente visitado, dejando la entrada libre al compartimiento
restante. Si la rata entr6 en el compartimiento abierto, éste se cierra en el
siguiente ensayo y se refuerza el compartimiento contrario y asi sucesivamente
hasta completar un niumero determinado de ensayos durante 5 dias. Se registra
como error si la rata entra al compartimiento cerrado. Esta prueba ha sido utilizada
para observar alteraciones en el estriado a través del aprendizaje de contexto
(Whishaw & Kolb, 2004)

Laberinto radial de ocho brazos

Aparato. El laberinto radial de ocho brazos es un aparato de acrilico con un area
octagonal en el centro la cual une a 8 brazos de 58 cm de largo, 10.5 cm de ancho
y 10.5 cm de alto. Al final de cada brazo se encuentra un recipiente donde se
coloca el reforzador. En el cuarto de registro se sitian claves espaciales
distribuidas en direccion a los brazos para facilitar la orientacion espacial del

animal.



Variante gana y cambia con retardo.

Los ensayos consisten en una fase de entrenamiento y otra de prueba separadas
por un retardo de 5 minutos. Antes de la fase de entrenamiento, son
seleccionados aleatoriamente 4 brazos del laberinto en los que se deposita el
reforzador (pastilla de azucar) mientras que el resto de los brazos se cierran y se
permite que el animal pueda comer el reforzador que se encuentra en los brazos
abiertos (tiempo de corte 300 segundos). Posteriormente se retira al animal
durante 5 minutos, se limpia el laberinto con una solucién de acido acético al 1%,
se coloca el reforzador en los brazos que estuvieron cerrados y se abren todas la
puertas (cerrados previamente). Se califica como error si la rata no entra a los
brazos reforzados. Este protocolo ha sido empleado para evaluar dafos en el

nucleo accumbens (Floresco et al., 1997).
Variante gana y cambia

Entrenamiento. La rata recibe un periodo de habituacién en donde tiene acceso al

laberinto por 5 minutos sin el reforzador.

Prueba. Cada ensayo se inicia introduciendo a la rata al area central del laberinto
radial registrando sus visitas a cada uno de los ocho brazos, los cuales contienen
el reforzador (pastilla de azucar). Se considera como error si la rata entra a un
brazo previamente visitado. El tiempo de corte es 300 segundos o cuando la rata
ha visitado los ocho brazos. Se realizan 2 ensayos por dia durante 5 dias. Esta
prueba ha sido ampliamente utilizada para observar alteraciones en del
aprendizaje espacial, el cual esta relacionado con la integridad del hipocampo
(Mcdonald & White, 1995).



Determinacion de monoaminas

Preparacion de la muestra.

Se utilizdé un sonicador Branson Sonifier 250 a 2 Hz para disgregar el tejido
cerebral en 0.1 N de acido percldrico, posteriormente se centrifuga (10,000 rpm x
30 min) y se recupera el sobrenadante el cual es almacenado a -80 °C hasta su
analisis. El precipitado se digiere con NaOH 0.5 M para posteriormente determinar
el contenido de proteinas mediante la técnica de Bradford.



Cromatografia de liquidos.

Las monoaminas (DA, 5-HT y sus metabolitos) se cuantifican por HPLC con
deteccion electroquimica como la descrita por (Bardullas et al., 2008).
Brevemente, se separan las monoaminas en una columna C-18 (Grace Davison
Discovery Sciences, Deerfield, IL, USA) rellena con un absorbente de
catecolaminas (3 pym tamano particula, y una longitud de 100 mm x 4.8 mm de
ancho la cual se encuentra conectada a una bomba (Perkin Elmer series 200) por
donde se inyecta la fase movil isocratica, la cual estd compuesta de 0.1 M de
fosfato monobasico, 0.5 mM octil sulfato de sodio, 0.03 mM EDTA y 11-13% de
metanol. La deteccidn se realiza mediante el uso de un detector electroquimico
(Bioanalytical Systems, LC-4C) ajustado a un potencial amperométrico de 850 mV
relacionado a un electrodo de referencia Ag/AgCl y una sensibilidad de 2 nA. Los
resultados generados se analizaron con el software TotalChrom Navigator version
6.3.1.0504 (PerkinElmer, San José, CA. USA).

Determinacion de proteinas

Para la determinacion de proteinas se utiliza la técnica de Bradford, la cual
se basa en la union del colorante Comassie Blue a las proteinas, formando un
complejo proteina-colorante, esta reaccion se analizé en un espectrofotometro a
una longitud de onda de 595 nm. Las muestras se interpolaron en una curva de
calibracion de concentraciones conocidas de albumina de suero bovino. Los

resultados generados se expresaran en ng de proteina/mg de tejido.

Analisis estadistico

La comparacion estadistica de los valores concernientes al peso, actividad
locomotora espontanea, pruebas de aprendizaje y determinacion de monoaminas,
fue realizado con el analisis de varianza (ANDEVA) de una o dos vias segun el
caso, usando como prueba post hoc la LSD de Fisher.



Para la comparacién entre grupos por mes individual, se utilizé una prueba t
de Student. En todas las comparaciones que se llevaron a cabo, el nivel minimo

de significancia fue establecido en el 5%.

Los datos obtenidos de los sujetos expuestos a la ATR, fueron analizados

mediante el paquete estadistico Statview version 5.0



RESULTADOS

EFECTO DE LA ATRAZINA SOBRE EL PESO COPORAL

El peso corporal de las ratas registrado durante 12 meses de exposicion a la
dosis de 10 mg/kg de ATR no mostro diferencias significativas con respecto al grupo
control. Sin embargo, a pesar de que los grupos estuvieron privados de alimento
durante el experimento, y como se puede observar, el peso corporal se mantuvo
constante a través del tiempo (Figura 5).
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Figura 1. Peso corporal de los grupos control y ATR expuestos durante 12 meses a 10 mg ATR/kg

peso administrados via oral. Cada punto en la linea, representa el promedio del grupo por mes *
EEM, p>0.05.



EVALUACION DE LA EXPOSICION A LA ATRAZINA EN LA ACTIVIDAD
LOCOMOTORA.

8.2.1 Efecto de la exposicidn cronica a la atrazina sobre la habituacion en el
registro de actividad locomotora espontanea

Para valorar el proceso de habituacion en la actividad locomotora espontanea
se analiz6 la primera hora del registro, utilizando el parametro de actividad
horizontal. EI ANDEVA de medidas repetidas no reveldé un efecto significativo de
grupo [F (1,16)= 1.451, p>0.05]; sin embargo se encontraron efectos significativos
para el tiempo [F (1,16)= 3.12, p<0.05] y para la interaccion entre los factores [F
(1,16)= 3.86, p<0.005]. Por lo que se realizd6 una t no pareada para revelar efectos
sobre cada mes de exposicion encontrandose diferencias significativas en el octavo
y doceavo mes de exposicidon [t=-3.05-2.78, p<0.05]. (Figura 6). Estos resultados
muestran que los animales controles se habituaron a lo largo del periodo de

exposicion disminuyendo su respuesta en la caja de actividad locomotora.
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Figura 2. Actividad horizontal durante la primera hora del periodo de registro de la actividad
locomotora espontanea en animales control y expuestos a 10 mg ATR/kg (via oral) a lo largo de 12
meses de exposicion. Cada punto de la gréfica representa el promedio del grupo (£ EEM). *diferente

al control p <0.05.

Efecto de la exposicion crénica a la atrazina sobre la distancia en el centro



Asimismo, se registro la preferencia del roedor por permanecer en el centro
de la caja. Cabe mencionar que este parametro se considera opuesto a la tigmotaxis
que es la tendencia de los animales a recorrer la caja tocando las paredes (distancia
en los margenes). Se analizaron unicamente los datos obtenidos durante la primera
hora del registro (para el analisis de esta variable no se considero el quinto mes de
exposicion, debido a que no se cuenta con los datos de la primera hora). Los
resultados mostraron que en el primer, décimo y décimo segundo mes de exposicion
se registré un efecto significativo de grupo (Figura 7). El grupo tratado con ATR
mostré una preferencia por el centro en comparacién al control [t=2.33-6.07, p<0.05-
0.001].
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Figura 7. Distancia recorrida en el centro de la caja durante la primera hora del periodo de registro de
la actividad locomotora espontanea en animales control y expuestos a 10 mg ATR/kg (via oral) a lo
largo de 12 meses de exposicién. Cada punto de la grafica representa el promedio del grupo (+
EEM). *diferente al control. * p <0.05, ** p<0.001.

Efecto de la exposicion crénica a la atrazina sobre la actividad espontanea
durante 24 horas



Para valorar el efecto de la ATR en la actividad locomotora espontanea a
través de los 12 meses de exposicion, se utilizaron 11 parametros obtenidos
mediante el sistema de registro automatizado. Tanto el grupo tratado como el control
fueron registrados durante 24 horas, lo que representa 12 horas del ciclo de
obscuridad y 12 horas del ciclo de luz. La evaluacion de la actividad locomotora
partio analizando cada parametro durante las 24 horas mes con mes, lo cual es
representado por el ANDEVA global. En la Tabla 1 se listan los resultados del
analisis de las 24 horas para el octavo, décimo y décimo segundo mes de

exposicion. Se omiten los meses anteriores al no mostrar efectos significativos.

Efecto de la exposicidn cronica a la atrazina sobre la actividad locomotora
espontanea durante 24 horas.

En la Figura 8 se muestran las diferencias en la actividad horizontal entre el
grupo tratado con respecto al control durante el ciclo de luz- obscuridad, registrada
durante el décimo segundo mes. Se encontré un efecto significativo de grupo [F
(1,16)= 13.71, p<0.05], tiempo [F (1,16)= 8.46, p<0.001] e interaccion entre factores
[F (1,16)= 7.66, p<0.05]. Es decir los animales presentan mayor actividad locomotora
durante el periodo de obscuridad como habria de esperarse. Ahora bien tomando
unicamente el registro de la fase de luz o el periodo inactivo de las ratas (12 horas),
los resultados muestran que la exposicion a 10 mg ATR/kg altera este ciclo a partir
del octavo mes de exposicion [F (1,16)= 7.66, p<0.05]. En el décimo mes se
encontré solo un efecto de interaccién: [F (1,16)= 1.63 p<0.05]. Para el décimo
segundo mes de exposicidon sélo el efecto de grupo fue significativo, mostrando el

grupo tratado un aumento en la actividad motora [F(1,16)= 7.63, p<0.05 (Figura 9).



Ciclo Luz-Obscuridad
(Décimo segundo mes)
6000 -

Obscuridad Luz

5000 - /
@ Atrazina (10mg ATR/kg)
I Control

4000

3000 -+

2000

1000

Actividad Horizontal (cuentas)
A
N N N O EE O EE O Ee o Ee e

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 1314151617 18 192021 22 23 24
Tiempo(h)

Figura 8. Actividad horizontal durante 24 horas en animales control y expuestos a 10 mg ATR/kg en

el décimo segundo mes.
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Figura 9. Cambio con respecto al control en la actividad horizontal durante la fase de luz de animales
expuestos a 10 mg ATR/kg. *diferente al control, # efecto de interaccion entre el grupo y el tiempo.
*p <0.05.

Efecto de la exposicion cronica a la atrazina sobre la fase de oscuridad: actividad
ambulatoria y estereotipias



Posterior a este analisis, se tomaron las 12 horas correspondientes al ciclo de
obscuridad para cada mes, esto nos permitio construir las fFiguras 10-11 en donde
se muestra el efecto de la exposicion a la ATR mes con mes para los parametros de
distancia total como una medida directa de la actividad ambulatoria y las
estereotipias. En la distancia total se muestra una disminucién en el octavo mes y un
aumento en la actividad locomotora en el doceavo. Por otro lado en las estereotipias

el aumento en la actividad es consistente en el décimo y doceavo mes.

Se muestra el analisis estadistico solamente para los meses octavo, décimo

y décimo segundo mes de exposicion en (Tabla 1, 12 horas obscuridad, variables

DTy CE).
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Figura 10. Distancia recorrida durante la fase de obscuridad (12 horas) en animales control y
expuestos a 10 mg ATR/kg. Cada barra de la grafica representa el promedio del grupo en un mes de

exposicion para la variable cuantificada. *diferente al control p <0.05.
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Tabla 1. Resumen de los valores de F para el analisis global (24 horas) y fase de obscuridad (12 horas) del registro de la actividad locomotora

espontanea en el octavo, décimo y décimo segundo mes de exposicion.

TABLA DEF’'s
24 horas (global)
Octavo mes AH DT NM ™ AV CE NE TE DM DC
Grupo (1,16)= 5.8* (1,16)=4.4* (1,16)=4.1 (1,16)=2.9 (1,16)=0.20 (1,16)=4.7* (1,16)=1.451  (1,16)= 10.6* (1,16)= 2.5 (1,16)= 1.2
Tiempo (23,16)=20.5% (23,16)=20.32* (23,16)=30.6* (23,16)=20.22* (23,16)=25.8% (23,16)=11.4*  (23,16)=21.32* (23,16)=12.1* (23,16)=17.14* (23,16) =17.91*
Interaccién (23,368)=1.4  (23,368)=1.08  (23,368)=0.85 (23,368)=0.52  (23,368)=0.64 (23,368)=1.1 (23,368)=1.18  (23,368)=1.5  (23,368)=1.08  (23,368)=0.51
12 horas (obscuridad)
Grupo (1,16)=4.6 (1,16)= 4.3~ (1,16)=0.23 (1,16)=1.6 (1,16)=0.18 (1,16)=4.7* (1,16)=1.2 (1,16)=6.5 (1,16)=2.5 (1,16)= 1.5
Tiempo (11,16)=13.72*  (11,16)=9.6*  (11,16)=21.5* (11,16)=15.5* (11,16)=18.5*% (11,16)=9.6*% (11,16)=17.5* (11,16)=11.83* (11,16)=20.5*  (11,16)=10.97*
Interaccion (11,176)=1.5 (11,176)=1.1 (11,176)=1.0  (11,176)=0.40  (11,176)=0.90 (11,176)=1.5 (11,176)=1.1  (11,176)=2.8*  (11,176)=1.4 (11,176)=0.51
TABLA DEF’'s
24 horas (global)
Décimo mes AH DT NM ™ AV CE NE TE DM DC
Grupo (1,16)= 4.1* (1,16)=.0004 (1,16)=1.1 (1,16)=.79 (1,16)=0.51 (1,16)=3.8~ (1,16)=9.4* (1,16)= 6.4* (1,16)=.01 (1,16)= 1.6
Tiempo (23,16)=33.5% (23,16)=27.32* (23,16)=20.6* (23,16)=10.22* (23,16)=29.8* (23,16)=11.4*  (23,16)=25.32* (23,16)=16.2* (23,16)=12.14*  (23,16) =3.6*
Interaccion (23,368)=1.9*  (23,368)=.77  (23,368)=0.56 (23,368)=0.22  (23,368)=0.39  (23,368)=2.02*  (23,368)=2.2* (23,368)=2.02* (23,368)=0.42 (23,368)=1.3
12 horas (obscuridad)
Grupo (1,16)=4.5 (1,16)=0.39~ (1,16)=1.23 (1,16)=1.6 (1,16)=2.8 (1,16)=4.6* (1,16)=10.3* (1,16)=8.7 (1,16)= 1.5 (1,16)= .71
Tiempo (11,16)=24.38* (11,16)=17.98* (11,16)=11.5* (11,16)=15.5* (11,16)=13.1* (11,16)=13.6*  (11,16)=20.3* (11,16)=13.43* (11,16)=20.5* (11,16)=2.2*
Interaccion (11,176)=1.3 (11,176)=.48 (11,176)=13  (11,176)=0.40  (11,176)=0.68  (11,176)=1.8*  (11,176)=1.8* (11,176)=1.7~ (11,176)=1.4 (11,176)=1.1
TABLA DEF’'s
24 horas (global)
Décimo
AH DT NM ™ AV CE NE TE DM DC
segundo mes
Grupo (1,16)=13.6*  (1,16)=10.5% (1,16)=10.4*  (1,16)=10.98* (1,16)=0.78 (1,16)=11.1* (1,16)=20.6*  (1,16)= 21.0% (1,16)=.003 (1,16)= 10.2*
Tiempo (23,16)=8.1*  (23,16)=10.3* (23,16)=13.0* (23,16)=10.12* (23,16)=19.8* (23,16)=8.4*  (23,16)=13.02*  (23,16)=5.9*  (23,16)=7.7* (23,16) =9.4*
Interaccién (23,368)=1.5* (23,368)=2.1* (23,368)=1.8* (23,368)=2.1*  (23,368)=0.89 (23,368)=1.5%  (23,368)=2.6* (23,368)=1.7* (23,368)=0.33  (23,368)=2.1*%
12 horas (obscuridad)
Grupo (1,16)=13.6 (1,16)=9.45* (1,16)=8.5* (1,16)=9.98* (1,16)=0.12 (1,16)=14.2* (1,16)=22.3* (1,16)=23.5* (1,16)=1.5 (1,16)= 9.8*
Tiempo (11,16)=5.7*  (11,16)=5.08*  (11,16)=6.8*  (11,16)=5.96*  (11,16)=5.8* (11,16)=3.8* (11,16)=6.0* (11,16)=6.0+  (11,16)=5.5% (11,16)=4.6*
Interaccién (11,176)=1.0  (11,176)=1.02  (11,176)=1.1 (11,176)=12  (11,176)=0.45 (11,176)=.97 (11,176)=2.2* (11,176)=2.1*  (11,176)=1.3 (11,176)=1.1

Abreviaciones. AH, actividad horizontal; DT, distancia total; NM, numero de movimientos; TM, tiempo en movimiento; AV, actividad vertical; TV, tiempo vertical; CE,
cuentas de estereotipias; NE, numero de estereotipias; TE, tiempo en estereotipias; DM, distancia en el margen; DC, distancia en el centro.

*p< 0.05

~ en el limite de la significancia establecida p < 0.06



Efecto de la exposicion cronica a la atrazina sobre el perfil de actividad
locomotora espontdnea durante la fase de obscuridad

Como se muestra en los resultados anteriores, la actividad locomotora
espontanea se modifico a partir del octavo mes y hasta el décimo segundo mes de
exposicion. Por lo anterior, se decidié evaluar el efecto de la exposicién a 10 mg
ATR/kg sobre multiples parametros de la actividad locomotora espontanea; para ello
se tomaron los ultimos tres registros y se analizaron once parametros registrados
por el sistema automatizado de registro durante la fase de obscuridad. Los
resultados del analisis de cada parametro para el mes octavo, décimo y décimo
segundo se muestran en la Tabla 1. Para el octavo mes de exposicion (Figura 12-A)
se observé una disminucion en multiples variables de la actividad motora. En
contraste al décimo mes de exposicion (Figura 12-B), el grupo tratado con ATR
mostré un aumento significativo en AH, CE y TE. Finalmente, para el décimo
segundo mes de exposicion, el aumento se presenta de nuevo en las mismas

variables, aunado a un incremento en parametros que no se vieron alterados con

anterioridad.
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Actividad Locomotora Espontanea
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Figura 12. Porcentaje de cambio en la actividad locomotora espontanea durante la fase de
obscuridad en animales expuestos a 10 mg ATR/kg, con respecto a los animales control. Se
presentan diversos parametros de actividad locomotora espontanea, registrados en el octavo
(A); décimo (B); y décimo segundo mes de exposicion (C). * diferente del control p < 0.05, **
diferente del control p < 0.005. Abreviaciones. AH, actividad horizontal; DT, distancia total; NM,
numero de movimientos; TM, tiempo en movimiento; AV, actividad vertical; TV, tiempo vertical;
CE, cuentas de estereotipias; NE, numero de estereotipias; TE, tiempo en estereotipias; DM,

distancia en el margen; DC, distancia en el centro.

EVALUACION DEL EFECTO DE LA EXPOSICION A LA ATRAZINA
SOBRE LA COORDINACION MOTORA



En la evaluacion de la coordinacion motora registrada a los 10 meses de
exposicidn en un paradigma de aceleracion, se encontré que el grupo tratado con 10
mg ATR tuvo una latencia de caida significativamente menor con respecto al grupo
control [F (1,12)= 4.84 p<0.05] a lo largo de tres sesiones vespertinas. Un analisis

post hoc con LSD de Fisher revelo un efecto significativo entre los ensayos.

Prueba de coordinacion motora
Decimo mes de exposicion
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Figura 13. Tiempo de permanencia en el cilindro en tres ensayos consecutivos. La exposicién a 10
mg de ATR/kg peso previno el incremento en el tiempo de permanencia que se observé en el grupo
control. Cada simbolo representa el promedio de latencia y las revoluciones por minuto. * Diferente
del control p< 0.05.

Al dia siguiente del ultimo ensayo de la prueba de coordinacion motora se
realizdé una evaluacion neuroldgica en la que no se detectaron alteraciones gruesas

en el sistema sensorial o motor en los animales tratados con atrazina.

EVALUACION DE LA EXPOSICION A LA ATRAZINA SOBRE TAREAS
DE APRENDIZAJE Y MEMORIA.



Efecto de la exposicidn cronica a la atrazina sobre tareas de aprendizaje de tipo
egocéntrico.

Con respecto a las tareas de aprendizaje y memoria, se evaluo el aprendizaje
egocéntrico con el uso del laberinto en T a través de la variante alternancia
retardada, durante cinco ensayos consecutivos, uno cada dia a la misma hora (12
horas). En todos los ensayos el experimentador permanecié ciego al tratamiento
recibido por el animal. No se encontraron efectos significativos de grupo en el
numero de errores. Ambos grupos cometieron un numero similar de errores y
realizaron la prueba con la misma eficacia. Solamente fue significativa la disminucién

de errores a través de los dias de prueba [F (4,52)= 8.2 p< 0.05].

Laberinto T-alternancia retardada
Décimo segundo mes de exposicion
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Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 4 Ensayo 5

Numero de ensayos

—e&— Control
—O— Atrazina

Figura 14. Promedio de los errores + EEM para la tarea de alternancia retardada evaluada durante 5
dias consecutivos. La exposicion a 10 mg de ATR/kg no alterd el nimero de errores en comparacion
con el grupo control. p >0.05. Obsérvese como disminuyé en ambos grupos el nimero de errores a

través de los ensayos.
Efecto de la exposicion crénica a la atrazina sobre tareas de aprendizaje
espacial

Para valorar el efecto de la exposicion a la ATR sobre la integridad de la via

mesolimbica se utilizaron pruebas de aprendizaje y de memoria espacial, las cuales



fueron evaluadas con el uso del laberinto radial a través de los paradigmas gana y
cambia con y sin retardo, durante tres ensayos consecutivos, uno cada dia a la
misma hora (12 horas). En todos los ensayos el experimentador fue ciego al
tratamiento. Los resultados no mostraron un efecto significativo de grupo en cuanto
a la ejecucion de la prueba, es decir ambos grupos mostraron un promedio de error
similar. Sélo se encontré efecto significativo en la diminucion de los errores con
respecto a los dias de entrenamiento (Figura 15) [F (2,32)= 3.3 p< 0.05] para la
tarea gana y cambia; y para la variante gana y cambia con retardo [F (4,64)= 2.93 p<
0.05] (datos no mostrados).

Laberinto Radial (gana y cambia sin retardo)
Décimo primer mes de exposicidon

NUmero de errores + EEM

1 T T T
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3

e— Control Numero de ensayos
—O— Atrazina

Figura 3. Promedio de errores + EEM para la tarea de laberinto radial variante gana y cambia sin
retardo, evaluada durante 3 dias consecutivos. La exposicion a 10 mg de ATR/kg peso no altero el
numero de errores en comparacion con el grupo control. Obsérvese como disminuyd en ambos

grupos el numero de errores a través de los ensayos.



DETERMINACION DE MONOAMINAS

Al concluir los 12 meses de exposicion a 10 mg ATR/kg, se determiné la
concentracion de monoaminas en el estriado y el nucleo accumbens (Tabla 2) con el
fin relacionar los cambios conductuales observados con posibles alteraciones
neuroquimicas. En el estriado se observd disminucién significativa en el contenido
de dopamina con respecto al control [F (1,16) = 5.1, p <= 0.05] mientras que para
DOPAC, 5-HIAA y 5-HT no hubo alteraciones en el grupo tratado [F's (1,16)= .043-
.067 p> =0.05]. En contraste, el analisis del contenido de monoaminas en nucleo
accumbens no mostré ningun efecto significativo sobre el contenido de monoaminas
entre el grupo tratado con 10 mg ATR/kg y el grupo control [F's (1,16)= .011-1.02 p>
=0.05]. Finalmente, no se observd en ninguna regidén cerebral, diferencias
significativas en el recambio DOPAC/DA [F’s (1,11-1,16) .009-327 p >0.05].

Tabla 2. Concentracion de monoaminas y sus metabolitos (ng/mg proteina) en el

estriado y nucleo accumbens de ratas expuestas a 10 mg ATR/kg via oral durante 12

meses.
Estriado
DOPAC DA 5-HIAA 5-HT DOPAC/DA
Control 11.01 £1.43 181.6 £ 24.53 3.8 £ .261 228+ 3.6 .063 + .006
Atrazina 9.83 +1.54 118.9 £ .12.23 * 403+ .479 27.84 +4.8 .089 + .017
Nucleo accumbens
Control 974+213 58.23 + 11.91 6.12 + 521 67.06 £ 8.17 .185+ 0.29
Atrazina 963+2.14 50.72 £ 10.08 5.3+ .564 60.15+ 7.07 .226 + .088

Los valores representan la media de los valores absolutos en (ng/mg proteina) en cada grupo + EEM
(n=6-9). *p< 0.05 diferente del grupo control.

Abreviaciones. DOPAC, acido dihidroxifenilacético, DA, dopamina; 5-HIAA, acido 5-
hidroxiindoleacético; 5-HT, serotonina.



Figura 4. Contenido de monoaminas en estriado y nlucleo accumbens de ratas expuestas a 10 mg de ATR/kg por 12 meses. Cada barra
representa el promedio del grupo en porcentaje respecto al control + EEM. Los asteriscos indican diferencia con respecto al control
*p < 0.05. (n=6-9). Abreviaciones, DOPAC, acido dihidroxifenilacético; DA, dopamina; 5-HIAA, acido 5-hidroxiindoleacético; 5-HT,

serotonina.



DISCUSION DE RESULTADOS

PESO CORPORAL

La administracion de ATR no causoé alteraciones en la ganancia de peso,
una vez alcanzados los 300 gramos de peso tanto el grupo control como el tratado
se sometieron a restriccion de alimento para mantenerlos en ese peso durante los
12 meses de la exposicion. Estos resultados se correlacionan con estudios previos
que indican que la exposiciéon a 10 mg ATR/kg peso, no causa alteraciones sobre

el peso de los roedores (Rodriguez et al., 2005).

Dado que los grupos estuvieron sometidos a privacion de alimento a partir
del destete y durante todo el experimento, el efecto de la exposicion a 10 mg de
ATR/kg sobre el peso del animal con una alimentacién ad libitum no fue evaluada
en este estudio. Sin embargo, (Eldridge et al., 1999a) observaron una disminucion
del 11.4% en el peso de ratas Sprague-Dawley tratadas via intragastrica por 6
semanas con dosis de 40 mg/kg, por lo que no se puede descartar que la
exposiciéon a 10 mg de ATR/kg cause alteraciones sobre el peso corporal de los

roedores.

ACTIVIDAD LOCOMOTORA ESPONTANEA

La actividad motora es un paradigma conductual al que se recurre
frecuentemente en los estudios neurotoxicolégicos (Niesink et al., 1998). El
estudio de la activacion locomotora en roedores, tiene la ventaja inherente de no
demandar un entrenamiento exhaustivo como se requiere para otras tareas
conductuales; ademas funge como un filtro inicial antes de la evaluacion
toxicoldégica de una conducta compleja (Pierce & Kalivas, 2007). Es evidente que

la magnitud de una tarea como la motora, involucra el uso de multiples circuitos



neuronales distribuidos a diferentes niveles del sistema nervioso central y
periférico. Empero, existen regiones bien conocidas en el encéfalo a las cuales se
les atribuye un papel especifico dentro de la conducta motora. Por ejemplo, el
estriado dorsal regula la planeacion e iniciacion de los movimientos voluntarios,
tales como los observados durante la actividad locomotora espontanea. Sin
embargo, tal accion es ineficaz sin la participacion de la via nigroestriatal
modulando la actividad de las aferencias corticales glutamatérgicas en el estriado
(Surmeier, 2007). Ahora bien, numerosos estudios han demostrado Ila
vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas de la via nigroestriada ante el
insulto de drogas (Langston & Ballard, 1984; Langston et al., 1984), metales
pesados (Bardullas et al., 2008; Mejia et al., 1997; Rodriguez et al., 2001) y
pesticidas (Betarbet et al., 2000; Thiruchelvam et al., 2000a), por lo que en el
marco de este contexto resulta de suma importancia la evaluacion de la actividad
motora en ratas expuestas al herbicida ATR, como parte de una evaluacion de la

integridad de la via nigroestriatal.

Uno de los primero reportes que demuestran alteraciones en la actividad
locomotora después de la exposicion a ATR, fue llevado a cabo por Ugazio et al.,
en 1991, quien observé que al administrar una dosis subaguda de 1 g ATR/kg
durante 4 dias y colocar a la rata inmediatamente después en un campo abierto, el
grupo expuesto reducia drasticamente su actividad motora (Ugazio et al., 1991).
Sin embargo, este efecto podria corresponder a un estado de malestar
generalizado ante una dosis extrema, mas que un alteraciéon conductual por efecto
neurotoxico de la ATR. Por ejemplo, en estudios llevados a cabo en este
laboratorio hemos observado que la administracién aguda de 100 mg ATR/kg via
intraperitoneal en la rata, induce un estado profundo de hipoactividad en el roedor
del cual se recupera horas después, lo cual es similar a lo observado por Ugazio

et al.

Usando dosis menores (10 mg/kg peso) del herbicida durante un periodo
prolongado encontramos de manera semejante a lo observado por otros autores

que la actividad locomotora espontanea es una conducta susceptible a ser



alterada por exposicién a la ATR. Sin embargo el efecto no es inmediato, ya que
durante los primeros 7 meses no se encontraron cambios en la actividad
locomotora espontanea en los animales expuestos. Con respecto al octavo mes
de exposicion los resultados muestran una visible disminucion en la actividad
locomotora espontanea en el grupo tratado con 10 mg ATR/kg, tanto para la
distancia total recorrida (Figura 10) como para el numero de estereotipias (Figura
11), las cuales, posteriormente, durante el mes 10 y 12 de exposicidon se
incrementan. Ahora bien, un punto central para validar que las observaciones
sobre el grupo tratado con ATR es analizar el proceso de habituacién de los
animales ante la prueba; se espera que los animales control disminuyan a través
del tiempo la respuesta ante un ambiente novedoso (Pollard & Howard, 1996). En
la Figura 6 se muestra como los animales control disminuyen su actividad
horizontal a través del tiempo, en respuesta a la habituacion a la caja de registro.
En contraste, el grupo tratado con 10 mg ATR/kg incrementa su actividad durante
los dos ultimos registros coincidiendo con el periodo donde se reportan las

alteraciones para otras variables.

Partiendo de los datos anteriores, se realizé un analisis mas detallado sobre
los meses que mostraron consistentemente un efecto en la actividad locomotora
por la exposicion a la ATR. El analisis mostro alteraciones en multiples parametros
de la actividad locomotora. En el ultimo mes de exposicién (Figura12-C), se
encontré un cambio significativo respecto al control en los parametros evaluados.
Esto indica que el efecto de la exposicion crénica a la ATR es dependiente del
tiempo de exposicién, puesto que antes del ultimo mes de exposicion las

alteraciones mostradas por los roedores tratados fueron sutiles o nulas.

En los tres ultimos registros las alteraciones en la actividad motora se
presentan a través de todo el ciclo vigilia/suefio (Figura 9), sugiriendo que también
hay alteraciones en la fase de luz. Dado que los roedores son animales nocturnos,
presentan una mayor actividad promedio durante la fase oscura y se esperaba que
fuera principalmente durante esta fase que se presentaran las alteraciones

motoras, debido a que en la fase de luz los animales mas bien estan descansando



y se mueven poco. Sin embargo, se encuentra que también durante la luz, los
animales expuestos presentan periodos de actividad incrementada. En este
momento no es posible discernir si esta hiperactividad es el resultado de
alteraciones en el ciclo vigilia-suefio como resultado de un efecto directo sobre los
circuitos que regulan los ciclos circadianos o bien de alteraciones en el control del

movimiento.

Por otro lado, las estereotipias se definen como patrones de movimiento
topolégicamente invariantes, repetitivos y sin motivo aparente (Ridley, 1994), y
han sido ampliamente estudiadas como un modelo de conductas relacionadas
con el trastorno obsesivo-compulsivo. Varias lineas de investigacion apoyan la
idea que la actividad estereotipada se produce a través de la actividad
neuronal del circuito cortico-estriado-cortical, en donde se ha demostrado la
importancia de la via nigroestriatal para inducir o inhibir las conductas
estereotipadas a través de la manipulacion farmacolégica (Presti et al., 2003).
Los estudios indican que la via nigroestriatal modula esta conducta, ya que la
administracion de agonistas opioides en la SNpc produce una intensa actividad
estereotipada, posiblemente por la desinhibicion de las proyecciones
dopaminérgicas nigroestriatales (lwamoto & Way, 1977). En este sentido, el
presente estudio es el primero en reportar un efecto sobre la actividad
estereotipada como indicador de la integridad del sistema nigroestriatal.
Notablemente estos resultados muestran a las estereotipias como una de las
variables mas afectadas por la exposicion a la ATR. En las Figuras 12-B y C se
observa un marcado incremento en el numero de las estereotipias en el grupo
tratado con 10 mg ATR/kg en los dos ultimos registros (50% y 160%,
respectivamente). Esto sugiere, que la exposicion crénica a ATR es capaz de
producir otro tipo de alteraciones conductuales distintas a la actividad
ambulatoria, las cuales estan directamente relacionadas con la modulacién

que ejerce la via nigroestriatal sobre el estriado.

Comparativamente a estos resultados, Rodriguez et al., (2005) evaluaron
el efecto de la exposicion a la ATR a una dosis semejante a la utilizada por este



estudio durante 6 meses en ratas Long-Evans, y reportan un incremento en la
actividad locomotora espontanea a partir del tercer mes de exposicidon. Sin
embargo, en nuestro estudio, esta conducta es observada solo a partir del décimo
mes de exposicion. En principio, los dos trabajos difieren de manera importante en

dos aspectos:

Primero, en ambos se utilizaron distintas cepas de ratas. Existen
numerosos estudios que confirman variaciones especie especificas entre la cepas
de ratas utilizadas en este estudio y el de Rodriguez et al., (Gulley, 2007). Un
trabajo reciente reporté como las ratas Long-Evans exhibian una mayor
hiperactividad respecto a la cepa Sprague-Dawley, ante un reto farmacolégico con
anfetamina (Swerdlow et al., 2006). Mas aun, existen diferencias entre ambas
cepas en cuanto a la susceptibilidad a la ATR. Por ejemplo, Narotsky (2000)
demostré que la cepa Long-Evans es mas sensible a sufrir alteraciones en la
hormona luteinizante y prolactina a bajas dosis de ATR (25 mg ATR/kg peso), en
comparacion con la cepa Sprague-Dawley. Por lo tanto, es plausible pensar que la
cepa utilizada en nuestro estudio exhibe una mayor resistencia ante el insulto con
la ATR, retardando la aparicion de alteraciones sobre la actividad locomotora

espontanea.

Segundo, en el estudio de Rodriguez et al., (2005) se utilizé un reto
farmacolégico con anfetamina, como estrategia experimental para desenmascarar
los posibles efectos sobre la actividad motora por exposicion a la ATR. En
contraste, en este estudio se muestran los cambios en la conducta motora
espontanea por exposicion a la ATR, la cual posiblemente necesita de un mayor
tiempo para ejercer su efecto nocivo. De cualquier forma, es notable cémo ambas
aproximaciones experimentales a dosis semejantes producen un mismo efecto
conductual, sugiriendo que hasta el momento la dosis minima necesaria para

producir un efecto sobre la actividad ambulatoria es de 10 mg ATR/kg.

Otro aspecto notable a mencionar se refiere a que en el presente trabajo la
aparicion de los efectos se produce hasta el octavo mes de exposicion, para lo
cual las ratas tratadas tenian ya 9 meses de edad. En el caso del estudio de



Rodriguez et al. (2005) el tratamiento inicia a partir del noveno mes de edad, y las
alteraciones en la actividad locomotora se presentan a partir del segundo mes de
exposicion lo que corresponde al onceavo mes de edad. En las Figuras 11-By C
podemos observar como los individuos tratados en nuestro estudio mostraron un
aumento en la actividad horizontal (AH) correspondiente al mes 11 y 12 de edad,
similar a lo reportado por Rodriguez. En otras palabras, en ambos estudios el
aumento de la actividad locomotora se manifiesta aproximadamente a la misma
edad del animal y sélo difiere en la duracién de la exposicidn, sugiriendo que la
edad de los individuos puede ser un factor determinante para el inicio de las

alteraciones por exposicion a la ATR.

Finalmente, el analisis detallado de las variables registradas por el sistema
de registro automatizado revelé un importante efecto sobre la distancia recorrida
en el centro de la caja para el grupo tratado con 10 mg ATR/kg con respecto al
grupo control (Figura 7). Dicha variable es utilizada como una medida directa para
evaluar la preferencia del animal por permanecer en el centro la caja, lo cual es
inverso a la tigmotaxis o distancia recorrida en el margen de la caja. Se ha
observado en numerosas especies, incluido el ser humano, que ante un ambiente
novedoso el animal tiende a presentar un cierto grado de miedo y ansiedad. Si un
animal es colocado en una superficie abierta con paredes formando esquinas, el
animal tendera a permanecer en el margen evitando el centro de la caja (Kallai et
al., 2007; Lamprea et al., 2008). Esta conducta cumple un importante papel
ecoldgico y evolutivo en numerosas especies, pues le permite al organismo partir
de una estrategia de exploracion espacial segura, evitando la exposicidn a los
depredadores (Jeanson et al., 2003). Sorpresivamente, nuestros resultados
muestran que el grupo tratado con 10 mg ATR/kg permanece significativamente
mayor tiempo en el centro de la caja durante la primera hora de habituacion
respecto al grupo control, sugiriendo un menor grado de ansiedad y miedo a
explorar el centro de la caja.

Ahora bien, dentro del contexto de este estudio, resulta complejo evaluar el

significado de tal conducta, ya que algunos trabajos sugieren la participacion de



las vias dopaminérgicas especialmente la mesocortical (Schwarting et al., 1991).
Sin embargo la tigmotaxis es una conducta altamente sensible a los efectos de los
ansioliticos, por ello es utilizada comunmente como un parametro para el estudio
de los trastornos de ansiedad (Treit & Fundytus, 1988) y se reconoce que estos
trastornos de etiologia compleja, son producto de la alteracion de multiples

sistemas neuroquimicos.

En conclusion, estos resultados muestran hasta este punto, que la
administracion cronica a 10 mg ATR/kg tiene la capacidad de producir
importantes alteraciones sobre multiples aspectos de la actividad locomotora
espontanea de la rata. Esta conducta esta fuertemente ligada a la regulacién
por la via nigroestriatal para un correcto funcionamiento, por lo que su
integridad pudo haberse visto comprometida por la exposicién al herbicida
ATR.

COORDINACION MOTORA

La coordinacion motora es un proceso complejo que requiere la interaccion
de diversas estructuras cerebrales como el cerebelo, ganglios basales, corteza,
talamo entre otras. Frecuentemente, alteraciones sutiles en dichas estructuras se
manifiestan en acciones motoras descoordinadas o ineficientes. La prueba del
cilindro giratorio (rotorod) ha sido ampliamente usada para evaluar el efecto
farmacolégico (Bennett & Amrick, 1987) y toxicolégico (Romano & Landauer,
1986) de diferentes substancias, sobre la coordinacién y el balance de una
actividad motora compleja. En el cilindro en movimiento el roedor requiere
detectar los cambios de aceleracion y realizar los ajustes necesarios para
mantener el balance y dar respuesta al cambio. El aumento paulatino en la
velocidad va en detrimento de su capacidad precisamente para responder, el cual
se vuelve evidente si el roedor presenta alteraciones en las estructuras cerebrales
que coordinan dicha accién. Estudios de lesiones sobre SNpc y AVT muestran

cémo los organismos son incapaces de mantenerse en el cilindro por un tiempo



mayor que los controles (Whishaw et al., 2003). Se ha visto inclusive que es
posible discriminar entre dos tipos de lesiones estriatales gracias a la sensibilidad
de la prueba (Monville et al., 2006).

En el grupo expuesto crénicamente a 10 mg ATR/kg peso los animales se
mantienen en el cilindro el mismo tiempo a lo largo de las sesiones de prueba no
mas de 140 segundos, es decir no mejoran su desempeno. En contraste, los
animales control van mejorando, por lo que en los ensayos 2 y 3 se encontraron
diferencias entre los grupos. Un parametro clave es la velocidad maxima a la que
las ratas tratadas pudieron responder adecuadamente; la mayoria de las veces
esta velocidad no superd6 las 35 rpm. De manera notable, en los resultados se
observa como los dos grupos iniciaron con una efectividad similar; sin embargo en
ensayos posteriores, el grupo control aumenté considerablemente su desempeio

(43 rpm), con respecto al grupo tratado con ATR (30 rpm).

Ademas de los efectos de la ATR sobre el sistema nervioso central, no se
pueden descartar la existencia de alteraciones en el sistema nervioso periférico o
en el tejido muscular, las cuales pueden haber afectado la realizacién de la prueba
en las ratas tratadas con ATR. En un reporte previo Castano encontro alteraciones
en fibras mielinizadas y amielinicas del nervio ciatico de ratas tratadas con 40 mg
ATR/ kg por via intraperitoneal (Castano et al., 1982). Por lo tanto, es necesario
realizar mas experimentos para descartar un dano periférico por la exposicion a 10
mg ATR/kg.

PRUEBAS DE APRENDIZAJE Y MEMORIA

La habilidad de memorizar la localizacion del alimento de manera eficiente
es una estrategia de supervivencia esencial en los animales. El sustrato neural de
esta conducta ha sido extensivamente evaluado en roedores mediante el uso del
laberinto radial (Olton & Samuelson, 1976). Contrario a la presente hipotesis de

trabajo, la exposicion a 10 mg ATR/kg durante 12 meses no causé alteraciones en



las pruebas de aprendizaje y memoria egocéntricas y alocéntricas, evaluadas a
través de los laberintos en T vy radial, respectivamente. Ahora bien, si
consideramos que ambas tareas involucran la participacién de la via mesolimbica
(Floresco et al., 1996, 1997), nuestra primera conclusion seria que, bajo las
condiciones experimentales de nuestro estudio, la exposicién a 10 mg ATR/kg via
oral durante 12 meses en la rata de la cepa Sprague-Dawley no parece producir
alteraciones en la via mesolimbica. La aparente ausencia de efecto sobre esta via
por la exposicion de ATR, podria deberse a varias razones: (1) las tareas
utilizadas para evaluar el efecto sobre esta via dopaminérgica no fueron lo
suficiente sensibles para desenmascarar un efecto por exposicion a la ATR. De
hecho un estudio reciente observd como sélo la administracion de una dosis
elevada (500 ng) de un antagonista especifico del receptor D1, administrado
intracerebralmente en el nucleo accumbens, aumentd el nUmero de errores en una
prueba de laberinto radial, mientras que dosis menores del antagonista no tuvieron
efecto alguno sobre el desempefio de la prueba (Floresco, 2007). (2) Con respecto
al contenido de monoaminas en nucleo accumbens tanto nuestro estudio (Tabla 1)
como el de Rodriguez, et al. (2005) sugieren esta posibilidad, ya que en ninguno
se encontr6 que la exposicion a 10 mg ATR/kg alterara el contenido de
monoaminas para dicha region. Sin embargo es necesario realizar mas estudios
moleculares y conductuales para determinar si efectivamente las neuronas de la
via mesolimbica, tanto en VTA como en su proyeccion al nucleo accumbens,

presentan una mayor resistencia ante la exposicion a la ATR.

DETERMINACION DE MONOAMINAS

Nuestros resultados muestran una disminucién significativa en el contenido
de dopamina (DA) estriatal, lo cual se correlaciona con lo reportado previamente
por Rodriguez et al. (2005), quienes encontraron que a una dosis de 10 mg de
ATR/kg administrada por 6 meses, los niveles de dopamina en el estriado

disminuyen significativamente en alrededor de un 15%. Adicionalmente, otros



estudios han encontrado una disminucion en los niveles de DA, pero solo después
de la administracion de dosis elevadas de ATR en ratones (125 mg ATR/kg)
(Coban & Filipov, 2007).

Estos resultados demuestran que la via nigroestriatal es un blanco
susceptible al efecto toxico de la ATR y que este efecto no es dependiente de la
cepa o0 especie de animal utilizada. De la misma manera, estos hallazgos
confirman que hasta este momento la dosis minima efectiva para producir un

efecto adverso sobre el contenido de monoaminas es de 10 mg ATR/kg.

Respecto a lo anterior, el incremento en la hiperactividad en los animales
tratados aunado a la disminucién en el contenido de dopamina estriatal, pudiera
estar reflejando la plasticidad del sistema dopaminérgico, especialmente a nivel
del receptor. Los receptores de dopamina no son traductores pasivos de la sefal
transmitida, sino que tienen la capacidad de adaptarse dinamicamente a los
niveles del neurotransmisor liberado. Numerosos estudios han observado como la
administraciéon de bajas dosis de agonistas dopaminérgicos en animales con
lesiones de la via nigroestriatal exhiben una conducta hiperactiva al incrementar
la sensibilidad del receptor por su ligando (Besret et al., 2000; Tarazi et al., 1997).
Adicionalmente la densidad de receptores dopaminérgicos en el estriado puede
incrementarse como consecuencia de la reduccién de los niveles basales de DA,

produciendo el aumento en la actividad observada (Browman et al., 1998).

Por otro lado, el analisis en el nucleo accumbens no mostro alteraciones en
el contenido de monoaminas, lo cual es similar a lo reportado por otros autores
(Rodriguez et al., 2005). Respecto a ello, una posible explicacién a la falta de
efecto tanto en la neuroquimica como en las conductas asociadas a la regulacién
de la via mesolimbica, radica en estudios llevados a cabo desde hace poco mas
de una década. En ellos se ha observado consistentemente una vulnerabilidad
selectiva entre los grupos dopaminérgicos mesencefalicos (Liang et al., 1996). Los
reportes senalan que las regiones conformadas por AVT y la hilera dorsal de la
SNpc (HDSNpc) son selectivamente mas resistentes respecto a la hilera ventral,

ante el insulto con MPTP (Ng et al., 1996) o el herbicida paraquat (Shimizu et al.,



2003). Esta resistencia podria ser debida a la presencia de calbindina-D28k una
proteina capaz de secuestrar calcio y brindar un papel protector ante el estrés
oxidante, tanto en AVT como en HDSNpc. Sin embargo, existen reportes que no
replican este papel neuroprotector (Airaksinen et al., 1997). Estudios recientes
especulan que la combinacion de factores, entre ellos la falta de calbidina
asociada con una mayor densidad de DAT y VMAT-2 en la neuronas de la hilera
ventral, propician el aumento de especies reactivas de oxigeno, lo que genera una
mayor vulnerabilidad en este grupo (Kanaan et al., 2008). Por ello, es importante
proponer experimentos a futuro, que permitan determinar si efectivamente existe
esta vulnerabilidad selectiva en ambas regiones cerebrales por exposicion a la
ATR.

Es preciso hacer notar, que la determinacion de monoaminas en las
regiones blanco de las vias dopaminérgicas analizadas en este estudio (estriado y
nucleo accumbens) representa sélo un aspecto de la fisiologia de este sistema de
neurotransmision que indica solamente el contenido total de estos
neurotransmisores. Sin embargo, se desconoce si otros componentes del sistema
de neurotransmision dopaminérgico como son la vesiculacion, liberacion,
recaptura o expresion de receptores estén resultando afectados por la ATR.
Algunos estudios en los cuales se administr6 una dosis alta de ATR, han
demostrado alteraciones sobre la liberacién (Rodriguez et al., 2005), vesiculacion
(Hossain & Filipov, 2008) y actividad de la tirosina hidroxilasa (Rodriguez, datos no
publicados). Por lo tanto el analisis integral de todo el sistema de neurotransmision
en experimentos posteriores, permitira establecer una mejor correlacién entre la

conducta observada y el estado fisioldgico del sistema de neurotransmisién.

En conclusion la disminucidn en el contenido de monoaminas en el cuerpo
estriado podria explicar en parte los efectos observados durante los registros de la
actividad locomotora espontanea; sin embargo, es posible que existan otras
alteraciones en la neuroquimica monoaminérgica que subyacen a estos

resultados. En contraste los niveles normales de monoaminas en el nucleo



accumbens podrian correlacionarse con la falta de efectos sobre las pruebas de

aprendizaje y memoria observadas en este estudio.



Conclusiones generales del estudio

La ATR es un pesticida polémico. Su alta efectividad y bajo costo para
erradicar las principales plagas vegetales en cultivos de amplia distribucion como
el maiz y sorgo, ha provocado el debate entre los grupos en contra y a favor de la
ATR. Uno de los argumentos principales de los grupos que promueven su uso, se
basa en el hecho que no existe evidencia definitiva que demuestre su efecto
nocivo sobre la salud de los seres humanos por exposicion cronica a bajas dosis.
Sin embargo, cada dia son mas los estudios que reportan efectos toxicos en
modelos murinos tales como: (a) diversas anormalidades reproductivas, producto
principalmente de la disminucién de la hormona luteinizante en ratas hembras
(Cooper et al., 1996; Cooper et al., 2000; Narotsky et al., 2001); (b) alteraciones
inmunolégicas como disminucion celular en el timo y bazo, toxicidad sobre células
dendriticas y granulocitos (Cimino-Reale et al., 2008; Filipov et al., 2005; Pruett et
al., 2003); (c) diversos efectos sobre el sistema nervioso en roedores (Castano et
al., 1982; Coban & Filipov, 2007; Podda et al., 1997; Rodriguez et al., 2005).

Apoyando lo anterior, nuestros resultados en este estudio muestran que la
administracién cronica a una dosis de 10 mg de ATR/kg tiene la capacidad de
producir alteraciones en la actividad y coordinacién locomotora, dos procesos
estrechamente regulados por la via nigroestriatal (Hikosaka, 1991; Monville et al.,
2006). Ademas estas alteraciones podrian deberse a la disminucién en el
contenido de monoaminas en el estriado. En contraste, la exposicion a la dosis de
10 mg ATR/kg durante 12 meses no tuvo efecto sobre el contenido de
monoaminas en la region del nucleo accumbens, lo que podria estar relacionado
con la ausencia de alteraciones sobre las pruebas de aprendizaje y memoria,
procesos ligados a la modulacion por el sistema mesolimbico (Floresco et al.,
1997)



Finalmente, este estudio es el primero en reportar importantes efectos por
la exposicion cronica a 10 mg ATR/kg sobre la tigmotaxis y alteraciones en la
actividad locomotora espontanea tanto en la fase de luz como en la de obscuridad.
La literatura indica que muchas de estas conductas son el resultado de
alteraciones en la neuroquimica monoaminérgica en regiones como el hipotalamo
o la corteza prefrontal. No obstante es posible que estas alteraciones se deban a
modificaciones de multiples sistemas neuroquimicos en el cerebro de las ratas
expuestas, y no a alteraciones de la regulacion dopaminérgica unicamente. Por lo
anterior, es claro que es necesario ampliar el estudio de la exposicion crénica a la

ATR a otros sistemas de neurotransmision.
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