UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS SUPERIORES

DE JURIQUILLA

“EFECTOS DE LA EXPOSICION REPETIDA AL HERBICIDA
ATRAZINA EN EL SISTEMA DOPAMINERGICO
NIGROESTRIATAL DE LA RATA HEMBRA

SPRAGUE-DAWLEY”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

LICENCIADA EN NEUROCIENCIAS

PRESENTA

TRIANA ACEVEDO HUERGO

TUTOR: Dra. Veronica Mireya Rodriguez Cérdova

Juriquilla, Querétaro, Agosto 2023.

ENES
JURIQUILLA



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Agradecimientos

A mi tutora, la Dra. Verdnica Mireya Rodriguez Cordova, por compartir sus conocimientos
conmigo, por su pacienciay por el increible ambiente de su laboratorio, ademas del chisme que
compartiamos casi todos los dias. Por escucharme, por sus consejos tanto de la tesis como de
vida, por alentarme, orientarme e incrementar mi gusto por la neurotoxicologia, por haberme
ofrecido un proyecto con hembras ya que despertd aun més mi interés en profundizar el

conocimiento que se tiene en ellas/nosotras. Por hacer esta Ultima etapa, una muy divertida.

A la bidloga, Maria Soledad Mendoza Trejo; Sol, por su constante apoyo en la elaboracion de
este proyecto, por su orientacién en la manipulacion de mis ratitas, por compartirme una pizca de
la infinidad de conocimiento que posee, por sus gelatinas deliciosas y por la platica y chismes

que nos echabamos con la Dra. en el lab.

A mi mama, por su apoyo incondicional, por escucharme todas esas veces que surgieron dudas

sobre mi camino. Por ser mi roca en este proceso tan complicado, pero divertido.
A mi pap4, por su apoyo incondicional, por alentarme a no rendirme y escucharme.

A ambos, (mama y papa) por su comprension y apoyo, su paciencia y acompafiamiento, por su
esfuerzo en mantenerme saludable a pesar de las adversidades que se nos presentaron en este

altimo tramo. No tengo palabras suficientes, ni papel suficiente para expresar mi gratitud.

A mi abuela, Apple, simplemente por ser ella. No tengo palabras para describir lo que significa

para mi, méas de la mitad de mi corazon es suyo.
A mis michis, simplemente por existir, por acompafiarme en los ratos de escritura y estrés.
A mi hermano, la rata, por estar.

A Jonathan, mi compafiero de laboratorio, pero mas que €so, mi amigo, por su constante
orientacion y acompafamiento, por hacer de este capitulo uno que recordaré con mucho carifio,

por ver mis series en tiempos “libres” y chismear, escalar y debatir de la vida.

A mis amigos de vida, Luis Fer (Le Diva) y Mario, por su constante apoyo Y, sobre todo, su
amistad durante estos ultimos 6 afios (de la 3 gang al menos), no tengo palabras suficientes para

agradecerles, pero sé que vamos por mas.



A mis ratas, que ni en esta, ni en mil vidas podré pagarles la contribucion que tuvieron en este

capitulo. Gracias infinitas.

A todas las personas que tuvieron un impacto en mi vida, haya sido positivo 0 negativo, sin

ustedes no seria la persona que soy hoy.

Al programa de Apoyo de Proyectos de Investigacion e Innovacién Tecnoldgicas UNAM -
DGAPA-PAPIIT: 212522y proyecto CONACYT 251510 por el financiamiento otorgado para la
realizacién de este proyecto de investigacion.



Resumen

Desde la década de los 50°s del siglo pasado, la atrazina (ATR) ha sido uno de los herbicidas mas
usados a nivel mundial y debido a su uso indiscriminado, actualmente es considerada un
contaminante ambiental. Diversos estudios han clasificadoa la ATR como un disruptor enddcrino
y recientemente se han reportado efectos neurotoxicos en ratas macho, donde se ve afectado el
sistema dopaminérgico nigroestriatal, indicando que este sistema de neurotransmision es un blanco
de este toxico. Sin embargo, no existen estudios que evallen la neurotoxicidad por la exposiciona
ATR en ratas hembra. Dado lo anterior, en este estudio se emplearon 18 ratas hembra adultas de la
cepa Sprague-Dawley, las cuales recibieron seis inyecciones de vehiculo (1% metilcelulosa) 0 100
mg ATR/kg de peso via intraperitoneal (IP) durante dos semanas. Cuarenta y ocho horas después
de la dltima administraciéon de ATR, las ratas recibieron una inyeccion de solucion salina IP. Se
registro la actividad locomotora de las ratas 15 minutos antes y 2 horas inmediatamente después
de cada inyeccion. Al finalizar el ultimo registro de actividad locomotora, se sacrificaron a los
roedores por decapitacion y se colectd el estriado (Str), el nucleo accumbens (NAcc) vy el
mesencéfalo ventral (Midv) con el fin de analizar la dopamina y sus metabolitos, &cido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC) y acido homovalinico (HVA), se utilizé cromatografia liquida
(HPLC-DE). Los resultados muestran que la exposicion repetidaa 100 mg ATR/kg de peso causa
hipoactividad, la cual permanece hasta 48 h después de la ultima administracién, ademas, se
incrementan los niveles de DA y DOPAC en el Midv y en el NAcc. Estos datos muestran
alteraciones sexo-dependientes por la exposicion repetida a ATR siendo el sistema mesolimbico

especialmente susceptible en las hembras.
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| Introduccion

Hoy en dia estamos expuestos a miles de agentes externos que afectan nuestro organismo, entre
ellos estan los plaguicidas, agentes quimicos disefiados principalmente para ser toxicos que
previenen o detienen plagas. Un plaguicida, segiin la FAO (2023), es “cualquier sustancia destinada
a impedir, destruir, atraer, repeler o combatir cualquier plaga, incluidas las especies indeseadas de
plantas o animales... incluye las sustancias destinadas a utilizarse como reguladores del
crecimiento de las plantas”. Dentro de estas sustancias, encontramos a los herbicidas, funguicidas,
insecticidas, entre otros. Este tipo de compuestos tienen como uso principal el agricolay esto viene
siendo debido al incremento de poblacion, por lo que los métodos de produccion se tienen que
aumentar y/o hacerlos més eficientes y una de las maneras de lograrlo es utilizando estas sustancias.
Entre los 90’s y 2018, el uso de plaguicidas increment6 a nivel mundial un 79%, siendo los
herbicidas los que encabezaron el incremento, con un aumento que se mostraba arriba del 100%
(CEDRSSA, 2020).

Aungue nosotros como personas consumidoras no estamos exentas de los efectos toxicos de estos
compuestos, los que se llevan la peor parte son los aplicadores de plaguicidas, ya que, en la mayoria
de los casos, la administracion de estos compuestos no esta reguladay se aplica sin proteccionya
sea porgue no hay un conocimiento de aplicacion adecuada o por ahorrar gastos en el equipo de
proteccion. Existen diversos estudios que reportan el peligro al que se exponen los aplicadores,
entre ellos, se ha informado que la exposicion a pesticidas puede desempefiar un papel significativo
en el desarrollo de enfermedades como el cancer (Viel et al., 1998; Giordano et al., 2006; Carroza
et al., 2008;), la infertilidad (Chevrier et al., 2013), la enfermedad de Parkinson (Ascherio et al.,
2006; Frigerio et al., 2006; Elbaz et al., 2009), entre otras y los datos parecen indicar una fuerte

asociacion con la exposicion principalmente a herbicidas e insecticidas.

Los plaguicidas se clasifican de acuerdo con su nivel de toxicidad, plaguicidas altamente peligrosos
(PAP), el nivel mas alto. En México, se utilizan alrededor de 36 PAP de los cuales, cinco se
encuentran entre los plaguicidas mas téxicos del mundo. Entre ellos esta la atrazina (ATR), un
herbicida que esta prohibido en 31 paises, sin embargo, mundialmente sigue siendo uno de los mas

utilizados.



Adicionalmente, los pesticidas han sido muy estudiados por, la asociacion que se ha establecido
entre su exposicion en seres humanos y el desarrollo de la enfermedad de Parkinson (Frigerio, et
al., 2006; Elbaz et al., 2009), una enfermedad que afecta el movimiento debido a la pérdida de
neuronas dopaminérgicas en la substancianigra, que resulta en una falta de dopaminaen el estriado
(Poewe et al., 2017).

Los estudios experimentales presentes en la literatura han sido realizados principalmente utilizando
a roedores macho, por lo que la mayoria de los efectos toxicoldgicos, aunque pueden, en ciertos
casos, presentar similitudes con las hembras, no es del todo correcto afirmarlo. En la actualidad,
las investigaciones con hembras han ido incrementando, abriendo paso asi, a un conocimiento mas
amplio sobre los diferentes efectos que distintos agentes contaminantes pueden tener en organismos

tanto masculinos como femeninos.

Il. Antecedentes

2.1 Sistema nervioso

2.1.1 Generalidades

El sistema nervioso tiene dos subdivisiones. La primerasubdivision es el sistemanervioso central
(SNC), el cual esta compuesto por el encéfalo y la médula espinal y es responsable del
procesamiento sensorial y también es el responsable de la memoria, pensamientosy emociones.
También, la gran parte de lainformacion que estimula la contraccion de los musculos y la secrecion
de las glandulas son controladas por el SNC. La segunda subdivision es el sistema nervioso
periférico (SNP), el cual consiste en el tejido nervioso que se encuentra afuera del SNC y esta
constituido por nervios y receptores sensoriales, los receptores sensoriales son estructuras que
monitorean los cambios en el ambiente cerebral tanto interno como externo, como los receptores
al tacto en la piel, los fotorreceptores en los 0jos y los receptores de olfato en la nariz, siendo el
SNP el receptor sensorial (Fessenden M, 2017). Un nervio esta formado por numerosos axones
que, a su vez, se relacionan con el tejido conectivo y vasos sanguineos fuera de la médula espinal
y del cerebro. El cerebro cuenta con 12 pares de nervios craneales, mientras que la médula espinal
cuentacon 31 pares de nervios espinales, cada uno de los nervios sigue una via definida que cumple

una funcién especifica de una parte especifica del cuerpo. A su vez, el SNP cuenta con dos
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divisiones, esta la parte sensorial (aferente) y la motora (eferente). La motora se vuelve a dividir
en el sistema nervioso somatico (SNS), el cual transmite la informacion de salida del SNC a los
musculos esqueléticos, esta accion es una respuesta muscular voluntaria; y la segunda division es
el sistemanervioso autonémico (SNA), el cual tiene la funcidn de transmitir lainformacién desde
el SNC hacia los musculos lisos, el musculo cardiacoy las glandulas. Dado que las respuestas del

del SNA son inconscientes, su accién es involuntaria.

En este trabajo nos enfocamos en los movimientos voluntarios, los cuales para su ejecucion
involucran a los ganglios basales dada la susceptibilidad de estos ndcleos a la exposicién a
pesticidas.

2.2 Ganglios basales

“No puedes tener €l cerebro de un vertebrado sin ganglios basales..." -Reiner A., 2010.

Los ganglios basales son un grupo de estructuras interconectadas responsables principalmente del
control motor con neuronas excitatorias (glutamato) e inhibitorias (GABA), compuestos por el
estriado (conformado por el putameny el nicleo caudado), globo palido externo e interno, el nicleo
subtaldmico y la substancia nigra (Hendrik J.G et al., 2010). Cabe mencionar que los ganglios
basales también tienen participaciones en la memoria motora, en las funciones ejecutivas, en el

comportamiento y en las emociones (Lanciego et al., 2012).

Hace mas de dos décadas se propuso el modelo clasico de los ganglios basales, el cual muestra
como es el circuito de informacion entre los ganglios basales y la corteza cerebral y sugiere dos
vias, la via directa y la via indirecta (Fig. 1), cada una con efectos opuestos para la ejecucion
correctadel movimiento (Calabresi et al., 2014; Hendrik JG et al., 2010). Ahora bien, los ganglios
basales unen las sefiales neuroquimicas del sistema limbico y la corteza, las integran y
posteriormente las redistribuyen a la corteza frontal y al tallo cerebral, se involucran en el

movimiento al regular la actividad de las neuronas motoras.

Dafios a los ganglios basales resultan en disfunciones motoras y estan involucrados en las

enfermedades de Parkinson y Huntington, entre otras.
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Figura 1. Esquema del modelo clasico de los ganglios basales, compuesto por una proyeccidn corticoestriatal, dando pase a las dos
vias de proyeccion, directa e indirecta. Siendo la via directa la que inicia el movimiento (ndmeros negros: 1. Corteza motora 2.
Estriado 3. Globo palido interno (GPi), substancia nigra pars compacta (SNpc) y substancia nigra pars reticulata (SNpr) 4. Talamo
5. Corteza motora) y la indirecta (nimeros azules: 1. Corteza motora 2. Estriado 3. Globo palido externo (GPe) 4. Nucleo
subtaldamico (NST) 5. SNpc, GPi y SNpr 6. Talamo 7. Corteza motora) la que lo termina. Modificado de Lanciego etal. (2012) en
BioRender.

2.2.1 Estriado

El estriado (Str) o cuerpo estriado es considerado la parte receptiva de los ganglios basales, siendo
sus neuronas el destino final de distintos circuitos cerebrales (Purves et al., 2004). Este destinode
axones provenientes de la corteza son dendritas de neuronas espinosas medianas y se caracterizan
por tener ramificaciones grandes que les facilita la integracion de la informacién recibida de
distintas regiones y conforman al estriado en un 95%, adicionalmente, estas neuronas son

principalmente inhibitorias y liberan GABA (Wilson, 2014). Practicamente todas las regiones de
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la neocorteza tienen proyecciones directas al estriado, esto significa que la corteza cerebral es la

fuente de entrada mas grande a los ganglios basales (Lanciego et al., 2012).

El estriado, se divide en dorsal y ventral, el estriado ventral esta constituido por el nucleo
accumbens, el tubérculo olfatorioy sus funciones estan involucradas en lamodulacion de funciones
afectivasy motivacionales (Voornetal., 2004). Mientras que el estriado dorsal, que es considerado
la estructura principal de los ganglios basales (Valjent & Gangarossa, 2021), esta compuesto por
el putameny el nicleo caudado. El estriado dorsal, a su vez, esta dividido en estriado dorsomedial,
el cual estd involucrado principalmente en conducta de motivacion y el estriado dorsolateral,
involucrado en la formacién de héabitos (Floresco, 2015; Malvaez & Wassum, 2018).

2.2.2 Nucleo Accumbens

El nacleo accumbens (NAcc) es un componente del estriado ventral y se ha considerado durante
mucho tiempo una estructura que esta involucrada en procesos motivacionales y emocionales,
ademas de tener un rol en el sistemamotor limbico. Su estructuraes Unicay puede ser divididaen
un nucleo central rodeado ventral, medio y lateralmente por una cubierta (Zaborszky L et al., 1985).
Recientemente se ha propuesto una division en dos partes, el Nacc “shell” (del inglés que quiere
decir cubierta) y NAcc “core” (del inglés que quiere decir nacleo), ademas se ha asociado a la
cubierta NAcc con el sistemalimbicoy al nacleo del NAcc con el sistema motor, esta observacion

es claraen roedores, pero en humanos no se distingue del todo (Floresco 2017; Park et al., 2019).

Al igual que el estriado, el NAcc esta conformado por neuronas espinosas medianas y se encuentran
distribuidas de manera heterogénea. Recibe aferencias de la amigdala, area ventral tegmental,
hipocampo y corteza prefrontal (Phillipson OT et al., 1985).

2.2.3 Mesencéfalo

El mesencéfalo formaparte de la conexion entre el cerebro, puente y prosencéfalo. EI mesencéfalo
ventral (Midv) por su parte, cuenta con la via piramidal que se encarga de los movimientos de las
extremidades y la via corticopontina, que esta implicada en los movimientos coordinados y
planificados. Esta region cuenta con fibras ascendentes que se extienden desde el tronco del
encéfalo hasta la corteza, y con fibras motoras que se originanen la corteza motora y van hacia los
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nucleos motores 'y la médula espinal (Snell et al., 2010). También cuenta con nucleos implicados
en la vision, en la via auditiva, en el movimiento oculary otros involucrados en los mecanismos
de recompensa, asi como nucleos relacionados con dos pares de nervios craneales, el nervio 6culo
motor y el troclear, ademas uno del trigémino (Mancall et al., 2011, Snell et al., 2010). En el
mesencéfalo, la parte anterior, cuenta con un par de tractos denominados pedinculos cerebrales,
que contienen los axones de neuronas motoras de los haces corticobulbary corticoprotuberancial.
Estos axones permiten la conduccion de los impulsos nerviosos desde la corteza cerebral hasta la
médula espinal, el bulbo raquideo y la protuberancia (Tortora & Derrickson, 2011). Lesiones o
alteraciones en el mesencéfalo pueden causar paralisis de los nervios como sindrome de Benedick,
hemiplejia, lesion del tracto trigeminotalamico y la paralisis del tercer par craneal, entre otras
(Adeva et al., 1999).

2.2.4 Substancia nigra

La substancia nigra es una parte heterogénea del mesencéfaloy una de las principales estructuras
que forman a los ganglios basales. Su rol principal es la modulacién del movimientoy también
forma parte del sistema de recompensa. La substancia nigrase divide en dos regiones, la substancia
nigra pars compacta (SNpc) la cual esta conformada por neuronas dopaminérgicas medianasy con
proyecciones al estriado, el putamen y el nlcleo caudado. Por otro lado, la substancia nigra pars
reticulada (SNpr), es conformada heterogéneamente por neuronas GABAEérgicas de tamarfio grande
y mediano, esta tiene proyecciones hacia el talamo, el coliculo superior y el nucleo
pedunculopontino (Gilmanetal., 1981). En la SNpc, la concentracidn de neuronas dopaminérgicas
es mayor y estas contienen neuromelanina, y debido a esto, en disecciones se puede observar una
apariencia obscura, con el paso del tiempo esto disminuye, significando en una disminucion de
neuronas dopaminérgicas. Cuando la disminucion se ve alterada de manera grave se considera una
patologia, conocida como la enfermedad de Parkinson, en esta enfermedad es caracteristica la

muerte neuronal y afecta la sintesis de dopamina (Tanner & Goldman, 1996).
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2.2.5 Area ventral tegmental

El area ventral tegmental (AVT) forma parte del mesencéfalo ventral y esta formado por grupos de
neuronas dopaminérgicas, GABAérgicas y glutamatérgicas (Morales & Margolis, 2017). Se ha
observado que las neuronas de esta area tienen la capacidad de liberar mas de un neurotransmisor,
de igual manera, se ha especulado que la liberacion de GABA o glutamato desde el AVT puede
generar conductas motivantes sin necesidad de DA, sinembargo, los mecanismos y su significancia

son desconocidos.

Las proyecciones principales del AVT van a regiones corticalesy subcorticales, proyecciones que
conforman la via mesocortical y la via mesolimbica, que, a su vez, tiene como funcion el
procesamiento emocional, procesos de motivaciony recompensa, aprendizaje y memoria (White,
1996). Al mismo tiempo, las alteraciones en estas vias resultan en depresion mayor (Russo &
Nestler, 2013; Friedman et al., 2009), enfermedades como lo es la esquizofrenia (Nielsen et al.,
2017), el dolor crénico (Yang et al., 2020) o las adicciones (Berridge & Robinson, 1998; Sinha,
2008).

2.2.6 Dopamina
Por muchos afios se creyé que la dopamina (DA) (Fig. 2) estaba en el cerebro Gnicamente como
precursor de la norepinefrinay no fue hasta 1960 que se dio a conocer que es uno de los principales

neurotransmisores del SNC (Bear et al., 2016).

La DA pertenece al grupo de las catecolaminas, que son neurotransmisores y/u hormonas del CNS
y de la periferia. Es precursora de la norepinefrinay epinefrina, y actia como un neurotransmisor
importante en distintas vias. También funcionacomo hormonayy el tipo de funcién que ejerzava a
depender del sitio donde sea secretado y hacia donde neuronas que contienen DA se encuentran
activas durante respuestas emocionales, conductas de adiccidn y experiencias placenteras o de
recompensa. De igual manera, neuronas que liberan DA auxilianen laregulacion de tono muscular

y en ciertos aspectos del movimiento que involucra la contraccion muscular.
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Figura 2. Estructura molecular de la DA.

En cuanto a su sintesis (Figura 3), su precursor es la L-Tirosina, sobre la que actla la enzima
tirosina hidroxilasa, resultando el L-DOPA y a través de la enzima DOPA-descarboxilasa se
eliminard un carbono y resultarden la DA, posteriormente sucede la vesiculaciénde DA mediada
por VMAT2 y liberacion de DA en la hendidura sindptica seguida de la activacion de receptores a
DA tipo D1 (D1y D5) y D2 (D2, D3 y D4), ubicados en la neurona postsinépticay presinaptica.
Finalmente, para el fin del ciclo de vida de DA, el transportador de DA (DAT) lleva a cabo la
recaptacion de DA del espacio extracelular por medio de dos enzimas, primero, la monoamino
oxidasa B (MAO-B) degrada la DA citosélicaa DOPAC (3, 4-dihidroxifenilacético). Mientras que,
en el espacio extracelular, la enzima COMT (catecol-o-metiltransferasa) y la MAO degradan la
DA extracelulary se produce el &cido homovanilico (HVA) (Elsworth & Roth, 1997; Brady et al.,
2012; Wasel & Freeman, 2020).
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Figura 3. Sintesis de dopamina. El esquema muestra las enzimas implicadas en la sintesis de dopamina. La enzima tirosina
hidroxilasa (TH) acttia sobre la tirosina convirtiéndola en DOPA, posteriormente, por accidn de la enzima DOPA descarboxilasa
sobre el DOPA se sintetiza la dopamina. La cual es posteriormente empacadaen vesiculas en el citoplasma por VMAT-2 y bajo la
accion de un potencial de accion, se libera hacia el espacio sinaptico y ya sea que se unaa los receptores de DA o sea recaptada
hacia el citoplasma por el DAT. Una vez después de la recaptura, la DA puede ser degradada por la enzima MAO a DOPAC o
revesiculada por VMAT-2. Si no hay recaptura, la DA del espacio extracelular puede ser degradada a HVA por las enzimas MAO
y COMT (Modificado de Wasel & Freeman, 2020 con Biorender).

2.2.7 Sistema dopaminérgico

El sistema dopaminérgico (Figura 4) est4 conformado por distintos nicleos subcorticales que se
encargan de funciones como el procesamiento afectivoy la conducta motora. En la elaboracion de
este proyecto nos enfocaremos en tres vias dopaminérgicas, la via mesolimbica, la via

mesocorticolimbica y la via nigroestriatal.

La via mesolimbica, que se encarga de modular respuestas conductuales a estimulos de
gratificacion emocional y de motivacion, cuenta con neuronas dopaminérgicas que tienen origen
en el area ventral tegmental (AVT) y proyecciones dirigidas principalmente al nicleo accumbens,
ubicado en el estriado ventral, aunque también cuenta con proyecciones aferentes que se extienden
hacia la amigdala, el hipotalamo lateral, el ncleo de la estria terminal y el area septal lateral, con

esto, la recompensa se relaciona a la activacion de esta via. Por otro lado, en la via mesocortical,
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el AVT también cuenta con proyecciones hacia regiones de la corteza prefrontal (Bannon & Roth,
1983), esta via dopaminérgica es esencial para el reforzamiento, la regulacién de movimientos
voluntarios y motivacion. También esta involucrada en la modulacién adaptativa del organismo,
alteraciones en esta via han sido relacionadas a esquizofrenia (Nielsen et al., 2017), es importante
mencionar que esta via y la mesolimbica estan fuertemente relacionadas, Blum y colaboradores
(2012) reportaron que alteraciones en mecanismos de estas vias tienen relacion con psicosis (White
1996) y con conductas de adiccion, de manera directacomo es con la cocaina o indirectacomo lo

es con la nicotina (Pariyadath et al., 2016).

Por altimo, la via nigroestriatal, la cual tiene proyecciones dopaminérgicas que tienen su origenen
la substancia nigra pars compacta (SNpc) y termina en el estriado y tiene uno de los papeles
principales en el control de los movimientos voluntarios y en acciones motoras finas. Alteraciones
en esta via estan relacionadas con enfermedades neuropsiquiatricas y neurodegenerativas, como

son el sindrome de Tourette y la enfermedad de Parkinson (Bahena et al., 2000).

Via
mesocortical Via
- nigroestriatal

Via
mesolimbica

Figura 4. Esquema del sistema dopaminérgico. Esquema que presenta el origen y proyeccionesde la via nigroestriatal (verde), via
mesocortical y via mesolimbica (azul) en un plano sagital del cerebro de un roedor adulto. SN: substancia nigra, AVT: area ventral

tegmental, NAcc: ndcleo accumbens, CPF: corteza prefrontal, STR: estriado. (Modificado de Money etal. 2013, con BioRender).
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2.3 Herbicidas

2.3.1 Generalidades de los herbicidas
Los herbicidas, en México, se clasifican como plaguicidas, segin la FAO. Dependiendo el
organismo al que es aplicado, es la clasificacion del plaguicida, entre ellos estan los insecticidas,

herbicidas, fungicidas y acaricidas.

La Ley General de Salud define a los herbicidas como una “sustancia o mezcla de sustancias que
se destina a controlar cualquier plaga, incluidos los vectores que transmiten las enfermedadesy de
animales, las especies no deseadas que causen perjuicio o que interfieren con la produccion
agropecuaria forestal...”. Este término comprende a las sustancias utilizadas para la regulacion del

crecimiento de plantas y las que se aplican en cultivos antes o después de la cosecha.

Particularmente, los herbicidas son clasificados como plaguicidas de uso agricola, ya que se
emplean para el manejo de malezas y plagas dafiinas para las cosechas. El uso de estos compuestos
es necesario ya que las malezas se alimentan de los nutrientes de los cultivos, crecen rapidamente

y se dispersan facilmente gracias a la cantidad de semillas que sueltan (PROFECO, 2021).

En México, la produccidn de plaguicidas ha incrementado de manera considerable, en 2018, se
fabricaron 123.5 mil toneladas de ellos, de las cuales 33.9 mil toneladas fueron herbicidas
(CEDRSSA, 2020).

2.3.2 Atrazina

El herbicida llamado atrazina (6-cloro-N-etil-N-isopropil-1, 3, 5-triazina-2, 4-diamina; ATR) (Fig.
5) es de espectro amplio y pertenece al grupo de las triazinas. Se utiliza para controlar o eliminar
el crecimiento de malezas en diversos cultivos como sorgo, maiz, pifia, cafia, entre otros (Shaner
etal., 2011, PROFECO, 2021). La ATR interfiere en la fotosintesis de las plantas al interrumpir la
cadena de transporte de electronesen el cloroplasto (Gysin & Knuesli, 1960; Hansen et al., 2013).
Tiene una vida media de aproximadamente 200 dias, en una condicion neutra, sin embargo, puede

diferir en un aproximado de 4 a 57 semanas, segun diferentes factores en el ambiente

19



Figura 5. Estructura quimica del herbicida ATR (6-cloro-N-etil-N-isopropil-1, 3, 5-triazina-2, 4-diamina).

En 1958, la ATR comenzoé a utilizarse globalmente como un herbicida de uso previo y posterior.
Para 1987, ya empezaba la controversia en torno a la ATR y las preocupaciones ambientales
empezaron a aumentar debido a que se empez0 a reportar presencia de este herbicida en aguas
subterraneasy superficiales (Garridoet al., 2000, Gilliomet al., 2006, Barbash et al., 2001, Meffe
etal., 2014). Posteriormente se reportaron alteraciones en anfibios (Hayes et al., 2002), alteraciones
en el desarrollo (Cooper et al., 1999, Rohr et al., 2013) y disminucion del nimero de
espermatozoides en ratas (Kniewald et al., 2000). Por otro lado, recientemente se ha evaluado la
neurotoxicidad de la atrazina en roedores (Bardullas et al., 2011, Rodriguez et al., 2013, 2017,
Chéavez-Pichardo et al., 2020; Reyes-Bravo et al., 2022). Ademas, se ha observado que la ATR es
capaz de cruzar la barrera hematoencefalica a través de mecanismos desconocidos (Ross et al.,
2009).

2.3.3 Metabolismo y biotransformacion

La ATR (Fig. 6) es absorbida de manera principal en el tracto gastrointestinal (Islam et al., 2002).
En ratas de la cepa Sprague-Dawley, se ha visto que después de la administracion de la dosis oral
Unicade 1 a 100 mg ATR/kg de peso, en un periodo de 7 dias independientemente de la dosis o el
sexo, aproximadamente se excreta el 74% de la dosis total en orina y un 19% en las heces, lo cual

refiere a una absorcion completa del herbicida ATR (Orr, 1987).

La ATR se metaboliza en el higado principalmente por isoenzimas del complejo de citocromos
P450 (CYP) a metabolitos clorados desalquilados y también pueden ser metabolizados a

metabolitos no clorados a través de la enzima glutation transferasa (Lang et al., 1997).
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Figura 6. Metabolismo de la ATR. La ATR se metaboliza principalmente por el citocromo P450y en menor medida por GST. Este
esquema muestra diferentes vias y enzimas implicadas en la biotransformacién de la ATR en el higado. DE, desetil-atrazina; DIP,
desisopropil-atrazina; DACT, didequil-atrazina; ATR-SG, atrazina-glutation; ATR-Mercap, atrazina-mercapturato. DACT ha sido
el metabolito principalmente encontrado en estudios in vivo en ratas, en cuanto a humanos, el ATR-Mercap ha sido encontrado en

orina, lo que lo clasifica como un metabolito Util para la deteccion de ATR en humanos. (Ross & Filipov, 2006.)

2.4 Exposicion a atrazina

2.4.1 Exposicion a atrazina en modelos animales

Estudios han demostrado que la ATR es un disruptor enddcrino con diversos efectos, entre ellos,
la desmasculinizaciéon y feminizacién en ranas macho (Hayes et al., 2002, 2011), el desarrollo
anormal de las glandulas mamarias de roedores hembra (Kass et al., 2020) y la alteracion del ciclo

ovarico en ratas hembra (Cooper et al., 1999), entre otros.

Los estudios en animales con exposicion a ATR han ido incrementando y ademas de las
alteraciones enddcrinas, del desarrollo, reproductivas e inmunolégicas que se han reportado, se han
revelado alteraciones en la actividad locomotora y en los niveles dopaminérgicos del estriado
(Cooper et al., 1999; Coban y Filipov, 2007; Bardullas et al., 2011; Rodriguez et al., 2013),

atrayendo importancia al enfoque no solo enddcrino, sino neurotdxico que tiene este herbicida.
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2.4.2 Exposicion a atrazina en humanos

En México, datos reportados hasta el afio 2021, demuestran que, en el sector primario, existen
alrededor de 6.4 millones de trabajadores, de los cuales el 88.4% se conforma por hombres y el
11.6% por mujeres. De estos 6.4 millones de personas, 5.3 millones se dedican al sector agricola
(SIAP, 2021). Adicionalmente, datos recabados en 2022 reportan que alrededor de 992 mil mujeres
se dedican a trabajar en el sector primario, de las cuales el 83.9% lo hace en la agricultura (SADR,
2022).

Ahora bien, estudios realizados en humanos han revelado que los trabajadores que se exponen
directamente a plaguicidas, entre ellos la atrazina, tienen mayor susceptibilidad al desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas motoras, como lo es la enfermedad de Parkinson (EP) en
hombres. Lo anterior destaca el hecho de que la EP no es una enfermedad enteramente genética y
hace énfasis en el papel que juega el medio ambiente que rodea al ser humano en el desarrollo de
esta, volviéndolatambién, una patologia de indole neurotoxico ambiental y trayendo a primer plano
la exposicion a pesticidas como una de las posibles causas de dicha enfermedad (Frigerio, et al.,
2006; Elbaz et al., 2009; Smith & Dahodwala, 2014). Por otro lado, en mujeres, se ha reportado
que en aquellas que residen cerca de comunidades rurales expuestas a atrazina en agua potable
tienen una tendencia a ciclos menstruales irregulares, los cuales incluyen una fase folicular mas
prolongada y una fase lutea reducida (Cragin et al., 2011). Sin embargo, no toda la informacion
que se tiene sobre los efectos de la exposiciona la ATR en humanos es precisay esta discrepancia

puede deberse a que la cuantificacion de la ATR no es correcta o es inexistente (Ross et al., 2009).

2.5 Efectos toxicos de la atrazina

2.5.1 Efectos toxicos de la atrazina en el sistema dopaminérgico

Se ha reportado que la ATR inhibe la recaptacion de DA en vesiculas, dicha inhibicion disminuye
la DA vesiculary aumentalos niveles de DA citosolica, al mismotiempo, el aumento de DA en el
citosol produce autooxidacién y se producen especies reactivas de oxigeno (ROS) (estrés
oxidativo), esto ocasiona una toxicidad hacia las neuronas dopaminérgicas, resultando en muerte

neuronal (Hossain & Filipov, 2008) (Figura 7).
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Figura 7. Esquema del mecanismo propuesto de accién de ATR sobre neuronas dopaminérgicas. A) neurona dopaminérgica en
estado normal, B) neurona dopaminérgica después de la exposiciona ATR. Los efectos que tiene la ATR sobre AAAD, MAOYy las
mitocondrias son desconocidos. DE, desetil-atrazina; DIP, desisopropil-atrazina; TH, tirosina hidroxilasa; AAAD, aminoacido
aromatica descarboxilasa; MAO, monoamina-oxidasa; COMT, catecol-o-metiltransferasa; DAT, transportador de dopaming;

VMAT2, transportador vesicular de dopamina 2. (Modificado de Hossain & Filipov, 2008; elaborado con BioRender).

En estudios previos en ratas macho que fueron expuestos con ATR mediante seis inyecciones de
100 mg ATR/kg de peso, se reportd una disminucion importante en los niveles de DA y sus
metabolitos en el estriado y, al mismo tiempo se detect6 una regulacién temporalmente reducida
del gen de la enzima antioxidante tioredoxina en el nicleo accumbens (Trx-1), mientras que para
el mesenceéfalo ventral se report6 una regulacion ala baja del ARNm para tirosinahidroxilasa (TH)
y del transportador de DA (DAT) y una regulacion a la alta del transportador vesicular de
monoaminas (VMAT-2), resultando en una relacion baja de ARNm de DAT/VMAT-2 (Rodriguez
etal., 2013).

Adicional a lo anterior, estudios en ratas macho con exposicion cronica a ATR, mostraron una
disminucion en los niveles estriatales de DA (Bardullas et al., 2011, 2013). Similarmente, en

estudios con ratones macho expuestos a altas dosis de ATR, 125 0 250 mg ATR/kg de peso, durante
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dos semanas, resultan en una reduccién en los niveles estriatales de DAy sus metabolitos (DOPAC
y HVA) (Coban & Filipov, 2007).

Por otro lado, Liy colaboradores (2018) reportaron que la exposicion en ratas durante la gestacion
y la lactanciaa50 0 100 mg ATR/kg de peso, presentan alteraciones en la etapa adulta, en procesos
como el aprendizaje, lamemoriay las funciones ejecutivas, ademas de que aumentaba los niveles
de la dopamina hipocampal en ambos grupos, mientras que disminuia los niveles de expresion del
ARNmM de los receptores a dopamina D1y, a su vez, alteraba la expresion de genes y proteinasen
la descendencia. En este mismo sentido, se report6 que la exposicion repetida en ratas macho a 100
mg ATR/kg de peso a través de seis inyecciones IP durante dos semanas provoco una disminucion

en la union a los receptores a dopamina tipo D1, en el estriado (Marquez-Ramos, et al., 2017).

También, en ratas Wistar se reportd que la ATR en dosis de 10, 50 o 100 mg/kg de peso es
responsable de inducir apoptosis de las neuronas dopaminérgicas estriatales y autofagia
mitocondrial, al igual que un decremento en el mesencéfalo ventral del numero de células TH
positivas (Song, X. et al., 2015), lo cual, podria dar explicacion a los niveles disminuidos de DA

en los estudios previamente mencionados.

2.5.2 Efectos de la atrazina en la conducta motora

Estudios previos en ratas macho con exposicion repetida a 100 mg ATR/kg de peso durante dos
semanas han reportado hipoactividad inmediatamente después de la inyeccion con el herbicida, la
cual permanecio hasta 5 dias después de la inyeccion. Alteraciones en la actividad locomotorason
desenmascaradas utilizando un reto con anfetaminas hasta dos meses después del tratamiento
(Rodriguez et al., 2013).

Por otro lado, la exposicién créonica a 10 mg ATR/kg de peso durante un afio en ratas macho,
mostraron alteraciones en la actividad locomotora donde, a los 8 meses de exposicion, se observo
una disminucion en la coordinacion motoray posteriormente, a los 12 meses se observé un aumento
en la actividad locomotora espontanea en ambas fases del ciclo luz/obscuridad. Estos resultados

fueron relacionados al decremento de los niveles de DA estriatales (Bardullas et al., 2011).

Estudios en ratas macho con exposicion cronicaa 1 0 10 mg ATR/kg de peso durante 12-14 meses,

reportaron que las ratas expuestas a 10 mg ATR/kg de peso exhibieron hiperactividad en la
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actividad vertical acomparfiados de aumento en los niveles basales extracelulares de GABA y
glutamato (Chavez-Pichardo, et al., 2020; Reyes-Bravo et al., 2022). Estos resultados amplian el
panorama de estudio, ya que las alteraciones vistas en la actividad locomotora de los roedores
pueden estar asociadas a alteraciones no solo en el sistema dopaminérgico, sino en los sistemas

glutamatérgico y GABAérgico.

2.6 El sexo como factor experimental

A lo largo de la historia, tanto las mujeres, como las hembras del reino animal no han obtenido la
atencion merecida en comparacion con los hombres y machos del reino animal. Es sabido que en
el campo cientifico las hembras son excluidas como sujetos de experimentacion, a no ser que sea
una investigacion especifica del sexo, como el desarrollo, comportamiento reproductivo o
investigacion de indole enddcrino. A este respecto, es de cierta manera obvio, ya que las mujeres
tienden a desarrollar cancer de ovarios y a su vez, los hombres tienen mas tendencia a padecer
cancer de prostata. En cuanto a desordenes neurodegenerativos, diversos estudios han indicado que
las mujeres presentan una mayor prevalenciaa padecer la enfermedad de Alzheimer (Snyder et al.,
2016; Nebel etal., 2018) que los hombres. De igual manera, se ha observado que las mujerestienen
peores posibilidades de recuperacion tras sufrir un derrame cerebral (Spychala et al., 2017).
Mientras que los hombres tienen méas probabilidades de padecer la enfermedad de Parkinson (Smith
& Dahodwala, 2014). Con lo anterior, es importante mencionar que varias teorias con respecto a
laaumentada incidenciadel Alzheimery los derrames cerebrales en mujeres, son relacionadasa la
extendida longevidad de vida de ellas. De igual manera, se ha reportado que, aunque la EP tiene
maés incidenciaen hombres, cuando las mujeres lo padecen, tienden a desarrollar los sintomas méas

rapido y en general, la enfermedad presenta un desarrollo rapido (Cerri et al., 2019).

En el campo de la investigacidn, son pocos los estudios que realizan experimentos con ambos
sexos. Lo anterior podria deberse a una forma de reducir los costos de las investigaciones, ya que
se considera que las hembras tienen demasiadas variables a controlar, entre las cuales se encuentran
lapresenciay variabilidad de hormonas sexuales femeninas, las cuales varian durante el ciclo estral
y podria interferir con los resultados (McCarthy et al., 2002, Wizemann et al., 2001) y, de forma
errénea, muchos investigadores creen que los resultados obtenidos en machos aplican de la misma

manera para hembras (Beery et al., 2010). No obstante, tener estudios utilizando hembras como
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modelo de investigacion abre paso a un mejor conocimiento de los problemas de salud en las
mujeres e inclusive, a una mejor resolucién y/o un tratamiento especifico para un organismo
femenino, ademas, se podria encontrar otra manera de abordar un problema que igual y con machos

no se ha podido resolver.

En 1993, los Institutos Nacionales de Salud de Estados Unidos (NIH por sus siglas en inglés),
decreto la incorporacion de mujeres a estudios clinicos humanos y no fue hasta 2014 que el mismo
NIH lo implementd en animales experimentales por falta de estudios pre-clinicos. Se instauraron
politicas para incluir el uso de ambos sexos en experimentos. Aunque es importante mencionar,
que estudios que involucran a hembras han aumentado y se ha hablado mucho de las diferencias

dependientes del sexo en animales y humanos.

En humanos, estudios han reportado que los hombres, en comparacién con las mujeres, son mas
sensiblesa los efectos adversos de las drogas y estudios en animales reportaron que las hormonas
esteroides de los ovarios tienen que ver con esa diferencia (Carroll & Anker, 2010). Incluso, la
densidad y volumen cerebral difiere de un hombre a una mujer, donde los hombres tienen un
cerebro méas grande y las areas con mayor diferencia perceptible son la amigdala, el hipocampo y
la insula, areas que han sido asociadas en la prevalencia de trastornos psiquiatricos (Ruigrok et al.,
2013). Por otra parte, en cuanto enfermedades motoras, se ha reportado que los hombres tienen
mayor probabilidad de padecer la enfermedad de Parkinson, como se mencionaba anteriormente,
el sindrome de Tourette y los tics, en cambio las mujeres tienden mas a padecer corea asociada al
embarazo (por obvias razones solo se presentaen mujeres) y la distoniasensible a la DOPA (Smith
& Dahodwala, 2014), y se especula, que, uno de los factores que marcan la diferencia ante la

susceptibilidad a estas enfermedades es el estrogeno.

En modelos animales, por otro lado, se tiene mas evidencia sobre las diferencias hormonalesy el
papel que estas desempefian en procesos conductuales, cognitivos, de memoriay aprendizaje, por
lo que es de intuir que las hembras tienen una respuesta diferente a distintos estimulos. Por ejemplo,
algunos estudios han reportado que, en contextos clasicos de condicionamiento del miedo, las
ratones hembra muestran una respuesta generalizada de shock, ademas, se observo que las areas
que se activaban durante los periodos de condicionamiento al miedo eran diferentes, en machos se
observo un aumento en la actividad del hipocampo, indicando un uso de memoria para obtener

informacion acerca de lo que sucede, mientras que en hembras la amigdala era el area que se
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activaba, indicando una respuesta mas emocional y, por lo tanto, una respuesta mas defensiva
(Keiser et al., 2017). Aunque en ratas se ha reportado que, al evaluar la ansiedad basal en machos
y hembras, los machos tienden a presentar mayor ansiedad en comparacion las hembras (Simpson
& Kelly, 2012), pero también se ha reportado que existen variaciones en los niveles de ansiedad de
las hembras segun la fase del ciclo estral en la que se encuentren (Marcondes et al., 2001). En
modelos de depresion los resultados también son inconsistentes, algunos estudios realizados en
machos reportan conductas con menor nivel de depresion (Dalla et al., 2010; Kokras et al., 2012;
Goodwill et al., 2019), otros mayor nivel de depresion (Brotto et al., 2000; Kamper et al., 2009;
Burke et al., 2016) o, sin diferencias entre machos y hembras (Alves et al., 2008; Eltokhi et al.,
2021). También, Carrol y Anker (2010) reportaron que las ratas macho son mas susceptiblesa los
sintomas aversivos durante la abstinencia, mientras que las hembras presentan una mejor respuesta
a tratamientos farmacoldgicos y conductuales para el tratamiento de la adiccion. Sin embargo,
Becker y Chartoff (2019) reportaron mayor susceptibilidad aadiccion y recaida en hembras. Estos
resultados denotan la importancia de estudios en ambos sexos, para asi poder llegar a un resultado
enfocado a cada sexo.

Por otra parte, en el campo neurotoxicoldgico, como en otros campos de estudio, se ha empezado
a tomar al sexo como una variable a estudiar, asi como lo son los factores genéticos. EIl tomar en
cuenta a un organismo como completo, incluyendo el sexo y la genética, nos va a ayudar en un
futuro a identificar la susceptibilidad de cada individuo a los neurotoxicos ambientales, ademas de
proveer distintos métodos de cuidado y proteccion para la prevencién de enfermedades

neurodegenerativas y no solo en el campo neurotoxicoldgico.

2.7 Ciclo estral

Las hormonas sexuales y sus diferentes niveles a lo largo del ciclo estral de la rata cuentan con un
papel fundamental en el desarrollo, entre ellas tenemos a la hormona foliculo estimulante (FSH), a
la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) en el hipotalamo, la hormona luteinizante (LH)
que al igual que la FSH es liberada por la hipofisis anterior derivada de la GnRH y finalmente la
progesteronay el estradiol, producidas por los ovarios (Marcondes et al., 2002). El estradiol es el
que ocasiona los cambios citologicos de la mucosa vaginal durante el ciclo de reproduccion, la

progesterona, por otro lado, juega un papel predominante en la preparacion del Gtero para la
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implantacion, es liberada principalmente por el cuerpo luteo, el cual es una estructura que se

conforma posteriormente a la expulsion del évulo al foliculo (Marcondes et al., 2002).

Ahora bien, la duracion del ciclo estral de las ratas es de aproximadamente entre 4 y 5 dias (Long
& Evans 1922), este tiempo tan corto es una de las razones que convierte en ideal el modelo de
investigacion reproductiva en hembras. Los cambios morfoldgicos en los ovarios, el utero y la
vulva son caracteristicos del ciclo estral (Goldman et al., 2007) y estos cambios ocurren durante 4
etapas que conformanel cicloy las cuales se pueden identificar dependiendo el tipo de células que
se observen en el fluido vaginal (Long & Evans 1922). Dentro de las cuatro etapas, tenemos el
proestro, el cual tiene una duracién aproximada de 12 a 14 horas y se puede dividir en proestro
temprano o en proestro tardio. También, durante el proestro, existe un aumento en los niveles de
estrogeno alcanzando su pico mas alto a la mitad de esta etapa y la LH y la FSH estimulan los
foliculos para que estos crezcan rapidamente (Hebel & Stromberg, 1986). Al final del proestro, se
presenta un pico de LH y de FSH en menor medida. Ahora bien, la siguiente etapa es el estro, esta
etapa tiene una duracion similar a la del proestro y al final de esta etapa ocurre la ovulacion,
generalmente durante lanoche después del picode la LH del proestro, la cual estimulael desarrollo
del cuerpo luteo seguido de disminucién en niveles de FSH, LH y estrdgenos. Posteriormente
sucede la etapa del metaestro, que tiene una duracién aproximada de 8 horas (Hubscher et al., 2005)
en esta ocurre una disminucion en la secrecién de estrdgeno y se sigue secretando progesterona,
ademas, el fluido vaginal se observa un poco mas blanquecino y opaco, se secreta la hormona
inhibina la cual se verd involucrada en el mantenimiento del decremento de los niveles de LH y
FSH (Aritonang et al., 2017). Finalmente, la cuarta etapa del ciclo estral de las ratas es el diestro,
tiene una duracion de mas de la mitad del ciclo, alrededor de 55 a 58 horas es la fase en la cual la
progesterona se encuentra en su pico mas alto y los niveles bajos de LH y FSH hacen que el cuerpo
Iateo involucione, como consecuencia hay una interrupcién en la secrecién de progesterona y

nuevamente hay un aumento en los niveles de FSH y LH, iniciando el ciclo estral de nuevo.

Ahora bien, es importante mencionar que la pubertad de una rata da inicio cuando hay apertura
vaginal, la cual se ha reportado que sucede alrededor del DPN 32-39 (Parker et al., 1976; Laws et
al., 2000; Leibowitz et al., 2009), posterior a esta, se empiezaa establecer el ciclo estral (DPN 50-
60) (Sharp & La Regina, 1998), donde suceden los cambios en los niveles hormonales mencionados

previamente y separando el ciclo en cuatro etapas.
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2.8 Diferencias de sexo ante la exposicion a atrazina

En estudios previos en ratas hembra durante el desarrollo expuestas a 35 mg ATR/kg de peso desde
el DG 10 hasta el DPN 23, se observo una inmunosupresion dependiente del sexo, donde ratas
macho presentaban supresion en la funcion humoral, efecto no observado en hembras (Rooney et
al., 2003). Similarmente Rowe y colaboradores (2007) reportaron disminucién en la respuesta
inmune, resultando en un efecto dependiente de la edad y de sexo a exposicion prenatal en ratones
expuestos a 0.7 mg de ATR in-utero por 21 dias y durante la lactancia.

En un estudio con arafias expuestas a 2.2 kg ATR/hectérea, se reportd que ambos sexos presentaron
una alteracion en su conducta, las hembras actuando de manera similara como hacen los machos,
esto es de una manera mas exploratoria, cuando su conducta normal es estacionariay en cuanto a
los machos, se les reportdé mas inmaviles, incluso se observo una pequefia disminucion en la
duracién del cortejo por parte del macho (Godfrey & Rypstra, 2019).

En ratones tratados con una dosis de 100 pg ATR/kg de peso durante la gestaciony el desarrollo,
Giusi y colaboradores (2006) reportaron la presencia de ATR en el mesencéfaloy telencéfalo de
ratones hembra, regiones cerebrales involucradas en el movimientoy en la conducta, ademas, se
observé un dafio neuronal en el estriado, tanto en hembras como en machos. También se ha
reportado un aumento en la expresidn en los receptores tipo 2 a somatostatina en el hipotalamoy
en el nucleo supraquiasmatico en hembras. Por otra parte, en machos se observaron alteraciones a
laaltay a labajaen la expresion del receptor 3 a somatostatinaen la amigdalae hipocampo. Cabe
recalcar que la somatostatinaes una hormona peptidica producida por el hipotdlamoYy el pancreas,
una de sus funciones principales en el sistemanervioso es el de inhibir la secrecion de la hormona
de crecimiento, que cuando interactta con el sistema GABAérgico parece tener un efecto en la
liberacion de esta misma hormona, ademas esta involucrada en funciones cognitivas, motoras,
sensoriales y autonémicas (Epelbaum et al., 1994).

En un estudio reciente del laboratorio llevado a cabo con ratas hembra expuestas a 1 o 10 mg
ATR/kg de peso, reportd hipoactividad unicamente en el primer mes de exposicion a ATR sin
observarse cambios en la actividad durante los trece meses restantes de intoxicacion (Sanchez, J.
2022), esto llama la atencion dado que un estudio realizado en ratas macho por Bardullas y
colaboradores (2011), mostro hipoactividad Unicamente a los 10 meses de tratamientocon ATR e

hiperactividad a los 12 meses de tratamiento.
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[11. Justificacion
La exposicion repetida a seis inyecciones de 100 mg/kg del herbicida ATR causa alteraciones

conductuales asociadas con modificaciones en el sistema dopaminérgico nigroestriatal en ratas
macho y sugieren una disminucién en la actividad locomotora la cual es acompafiada por niveles
reducidos de dopaminay sus receptoresen el estriado (Rodriguez et al., 2013; Marquez-Ramos et
al., 2017). Sin embargo, no existen estudios en ratas hembra que evallen la neurotoxicidad por la
exposicionrepetidaa ATR en la vianigroestriatal, por lo que es importante evaluar si laexposicion
repetidaa ATR en ratas hembra provoca alteraciones similares a las presentadas por los machos,
esto con la finalidad de establecer si existe dependencia de sexo en la neurotoxicidad por

exposicion repetida al herbicida ATR.

V. Objetivo

Evaluar los efectos de la exposicion repetidaa ATR sobre la actividad locomotoray los sistemas
dopaminérgicos cerebrales de la rata hembra a través de la cuantificacién de dopamina y sus
metabolitos en diferentes regiones cerebrales, incluyendo el estriado, nicleo accumbens y

mesencéfalo ventral.

V. Hipotesis
a) La exposicion repetida a 100 mg ATR/kg de peso provocara alteraciones en la actividad
locomotora de ratas hembra en comparacion con el grupo control.
b) Los sistemas dopaminérgicos cerebrales de ratas hembra expuestas repetidamente a 100 mg
ATR/kg de peso se veran alterados en comparacién con el grupo control.

V1. Materiales y métodos

Los experimentos se llevaron a cabo siguiendo los lineamientos bioéticos establecidos por el
Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Autonoma de México para el uso de

animales experimentales, siguiendo la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.
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En la Figura 8 se resumen las actividades experimentales del presente proyecto, posteriormente se

explica con mayor detalle cada una de las fases.
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Figura 8. Resumen del protocolo experimental.

6.1 Animales

Se emplearon 18 ratas hembra adultas de la cepa Sprague-Dawley de aproximadamente 60 dias de
edad con un peso inicial de 165-180 g. Las ratas se obtuvieron del bioterio del Instituto de
Neurobiologia-UNAM.

6.2 Reactivos

La atrazina fue obtenida de Chem Service (98% pureza, West Chester, PA, Estados Unidos de
Ameérica) y los reactivos para la determinacion de las monoaminas se adquirieron de Sigma-Aldrich

(St. Louis, MO, Estados Unidos de América), a menos que se especifique lo contrario.
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6.3 Diseflo experimental

Los animales fueron sometidos a un periodo de adaptacion durante una semanaa un ciclo invertido
de luz/oscuridad (luz: 20:00 — 8:00), el alimento y agua se administro ad libitum durante el curso
del experimento. Los animales fueron divididos en 2 grupos experimentales, vehiculo
(metilcelulosa al 1%) y 100 mg ATR/kg, de 8 y 10 sujetos por grupo, respectivamente. El peso
corporal se registro antes de cada inyeccion con la finalidad de determinar el volumen a inyectarse

del vehiculo o de la solucion de ATR.

La administracion del herbicida ATR, se realiz6 por via intraperitoneal (100 mg/kg de peso), se
aplicaron tres inyecciones por semana durante dos semanas, mientras que los controles recibieron
inyecciones de vehiculo. Cuarenta y ocho horas después de la tltimaadministracion de vehiculoo
ATR todas las ratas recibieron una inyeccion de solucién salina IP. A los roedores se les registrd
su actividad locomotora 15 minutos antes y 2 horas inmediatamente después de cada inyeccion. Al
finalizar este ultimo registro de actividad locomotora, se sacrificd a los animales por decapitacion.
El cerebro fue extraido y se procedio a realizar la diseccion del estriado, nicleo accumbens y
mesencéfalo ventral. Posteriormente se congelé el tejido a -72°C para el analisis de la DA y sus
metabolitos (DOPAC y HVA) por HPLC.

6.4 Registro de actividad locomotora

Las ratas fueron colocadas individualmente en una caja de acrilico transparente con dimensiones
de 40 x 40 x 35.5 cm, que cuenta con sensores infrarrojos, los cuales registran la informaciény la
envian a un sistema de registro computarizado (VersaMax Animal Activity Monitors, AccuScan
Instruments, Inc. Columbus, OH, Estados Unidos de América). Las variables analizadas en esta

prueba fueron las siguientes:

e Actividad horizontal (AH): representa el conteo de cambios de sensor horizontal
(interrupciones al haz horizontal).
e Actividad vertical (AV): representa el nimero de interrupciones en el sensor vertical del

muestreo determinado (interrupciones al haz vertical).

e Distancia total (DT): representa la distancia recorrida en centimetros por el animal en un

tiempo de muestreo determinado.
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e Actividad estereotipica (AE): representa el nimero de interrupciones del haz de luz debido
a la actividad estereotipada. Se considera una estereotipia cuando el animal interrumpe el

mismo haz (o conjunto de haces) repetidamente por méas de un segundo.

6.5 Determinacion de dopamina y sus metabolitos por HPLC

Preparacion del tejido

Posterior a la diseccion del estriado, ndcleo accumbens y mesencéfalo ventral, se colocd el tejido
en un tubo Eppendorfy se agregd 500 pL de cido percléricoal 0.1 N. Posteriormente se sonico el
tejido utilizando el sonicador Branson Sonifier 250 — 2 Hz (Branson Ultrasonics Corporation,
Danbury, Connecticut, Estados Unidos de Ameérica). Luego se centrifugo el tejido dos veces
durante 20 minutos a 10,000 rpm a 4°C. EIl sobrenadante se transfirié a un tubo limpio para el
analisis de monoaminas por la técnica de cromatografia de liquidos de alta resolucidn, y mientras

que el precipitado se utilizé para la determinacion de la concentracion de proteinas en el tejido.

Las muestras para la determinacion de monoaminas fueron guardadas a -80°C hasta la
determinacion por HPLC.

Preparacion de las muestras para analisis de proteinas en tejido

Del precipitado generado del tejido para la determinacion de dopamina y sus metabolitos, se
removio el excesode PCA 0.1N del pellet (dejando secar el tubo destapado a temperatura ambiente
por 2 0 3 dias). Una vez seco, se le agregd 500 pL de NaOH 0.5 My se refrigerd a 4°C hasta su
hidratacion. Posteriormente se sonico el tejido y se midié la concentracién de proteinas.

Determinacién de proteinas
Para la determinacion de proteinas se empled el método de Lowry.

Esta técnica es un método de valoracion cuantitativa de proteinas mediante un procedimiento
colorimétrico. Consiste en agregar a la muestra un reactivo que contiene molibdato, tungstato y
acido fosforico (reagente Folin-Ciocalteau) que forma un complejo coloreado cuya intensidad de

color es directamente proporcional a la concentracion de proteinas. De acuerdo con la ley de
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Lambert-Beer, la absorbancia (A) es igual a la absorbancia molar (€) multiplicada por la longitud

del paso 6ptico (1) y la concentracion molar (c), es decir, A=€+ 1 c.
El método de Lowry consta de dos etapas:

1. En una placa de ELISA se agregé 5 pL de muestra (por triplicado, contenida en buffer

correspondiente de NaOH 0.5 M o estandares de albumina), posteriormente se adicionaron
25 pL de lasoluciénde Lowry (solucion A=S+A" 20:1000 respectivamente, kit de BioRad
Dc Protein assay, Hércules, CA, USA) en medio alcalino. Los iones de cobre (Cu 2*) se
unen a las proteinas para formar complejos con los &tomos de nitrégeno de los enlaces
peptidicos, lo que resulta en la formacion de complejos proteina-Cu2* de color azul claro.
Ademas, estos complejos pueden provocar la desnaturalizacién de la estructura
tridimensional de la proteina, lo que expone los residuos de tirosina que participan en la
segunda etapa de la reaccion.
En seguida se lleva a cabo la reduccion del reactivo Folin-Ciocalteau (agregando 200 pL
de solucién B, Bio-Rad Dc Protein assay), donde los grupos fendélicos de los residuos de
tirosina actian como sustrato y el cobre funciona como catalizador. EI componente
principal de este reactivoes el acido fosfomolibdotungstico, el cual tiene un color amarillo
caracteristico. Cuando se produce la reduccion del acido fosfomolibdotingstico por los
grupos fendlicos, se forma un complejo de color azul intenso.

2. En la segunda etapa, se incubaron las muestras durante 15 minutos para permitir que la
reaccion se lleve a cabo. Posteriormente, se leyd la placa en un espectrofotometro
(Microplate Reader modelo 680, Bio-Rad) a una longitud de onda de 655 nm. Para
determinar la concentracion de proteinas de las muestras, se interpol6 en una curva de

calibracion de concentracion conocida de albumina de suero bovino.

Determinacién de monoaminas por cromatografia liquida de alta resolucién

Las monoaminas DA, 5-HT y sus metabolitos fueron cuantificadas por cromatografia de liquidos
de alta resolucion acoplado a deteccion electroquimica. Las monoaminas se separaron en una
columna C-18 (Altima, HiChrom, Inglaterra) con un tamafio de particulade 3 pumy longitud de
100 mm x 4.6mm de ancho, la cual se encontraba conectada a una bomba (Perkin Elmer series 200,

PerkinElmer, San José, CA. Estados Unidos de América) por donde se inyecta una fase movil
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isocraticacompuestapor 0.1 M de fosfato de sodio monobasico, 0.3 mM de octil sulfato de sodio,
0.03 mM EDTA y 11-13% de metanol. La deteccion se realizd ajustando a un potencial
amperométrico de 850 mV relacionado a un electrodo de referencia Ag/AgCl y una sensibilidad de
10 nA. Los resultados se analizaron con el software de TotalChrom Navigator version 6.3.1.0504
(PerkinElmer) y se utilizaron curvas de calibracion externas para la determinacion de las

monoaminas. Los resultados de monoaminas se expresan en ng/mg de proteina.

6.7 Analisis estadistico
El programa estadistico utilizado para el analisis de datos fue GraphPad Prism version 9. Para la

actividad locomotora se utiliz6 un analisis de varianza (ANOVA) de medidas repetidas de dos vias
y para la comparacién entre la relacion de tratamiento (entre cada inyeccidn) se utiliz6é una prueba
de Mann-Whitney o una t no pareada dependiendo el caso si los datos cumplian con los requisitos
de normalidad y homogeneidad de varianzas. Los resultados se consideraron estadisticamente

significativos cuando el valor de p era menor a 0.05.

VIIl. Resultados

7.1 Efecto de la ATR sobre el peso corporal

Durante la exposicién a ATR se realiz6 el registro constante del peso corporal. Para evaluar si la
exposiciona ATR tuvo algun efecto sobre este pardmetro, se llevé a cabo un ANOVA de medidas
repetidas, el cual mostré que no hay un efecto significativo de tratamiento [F (1, 15) =0.9725, p =
0.3397], ni de interaccion (tratamiento x nimero de inyecciones) [F (6, 90) = 0.6634, p = 0.6793],
pero si de tiempo [F (6, 90) = 22.64, p < 0.0001], sin embargo, esto representa el crecimiento

normal de los roedores. A continuacidn, se muestra el grafico correspondiente (Figura 9).
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Figura 9. Analisis de peso corporal. Las graficas muestran el promedio del peso y el error estdndar de los animales control
(metilcelulosa al 1%) y tratados con 100 mg ATR/kg de peso via intraperitoneal a lo largo de 6 inyecciones y una Gltima inyeccion

de solucion salina.

7.2 Efecto de la ATR sobre la actividad locomotora

Actividad exploratoria
Distancia total

El ANOVA de medidas repetidas durante la evaluacion de los primeros 15 minutos de registro
demostré un efecto significativo de tratamiento [F (1, 15) = 40.90, p < 0.0001], en el nimero de
inyecciones [F (6, 90) = 5.348, p = 0.028] y en la interaccion (tratamiento x nimero de inyecciones)
[F (6,90) =4.264, p = 0.0008]. En el analisis de cada inyeccidn se observo un efecto de tratamiento
para las inyecciones 2-6 [t’s (15) = 2.394 - 6.148, p < 0.05]. Mientras que para inyeccion de
solucion salina 48 h después de la ultima inyeccion con ATR también se observo el efecto de
tratamiento [t = 3.741, p = 0.002] (Figura 10).
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Registro de distancia total dos horas después de la inyeccion con ATR

Se observaron efectos significativos de tratamiento [F (1, 15) = 115.3, p < 0.0001] y en el nimero
de inyecciones [F (6, 90) = 2.496, p = 0.028], pero no en la interaccion [F (6, 90) = 0.374, p =
0.8937] registrado durante las dos horas después de la administracion de vehiculo (MC 1%) o 100
mg ATR/kg. En el analisis de cada inyeccion, se observo un efecto de grupo para todas las
exposiciones al herbicida [t’s (15) = (4.438 - 10.96), p < 0.05] (Figura 10).
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Figura 10. Distancia total. Las graficas muestran el promedio del registro de actividad locomotora y el error estandar de la
evaluacion de distancia total (cm) durante 15 minutos previos a cada inyeccion (A) y 2 horas inmediatamente después (B) de cada
inyeccion de vehiculo o 100 mg ATR/kg de peso en ratas hembra Sprague-Dawley. Cada barra representa el promedio del grupo +
EEM. *Diferente de grupo control, p <0.05.

Actividad horizontal

Actividad exploratoria

El ANOVA de medidas repetidas durante la evaluacién de los primeros 15 minutos de registro
demostro un efecto significativo de tratamiento [F (1, 15) = 36.3, p < 0.0001], en el nimero de
inyecciones [F (6, 90) = 10.8, p < 0.0001] y en la interaccion [F (6, 90) = 4.23, p = 0.0009]. En el
andlisis de cada inyeccion se observo un efecto de grupo paralainyeccion 2 [t =2.614, p =0.0195],
inyeccion 3 [t = 3.824, p = 0.0017], inyeccion 5 [t = 4.072, p = 0.001], inyeccién 6 [t =5.594, p <
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0.0001]. Mientras que la inyeccion de solucidn salina también se observo efecto de tratamiento [t
= 3.786, p = 0.0018], 48 h despueés de la ultima inyeccion a ATR (figura 11).

Registro de actividad horizontal dos horas después de la inyeccion con ATR

Después de inyectar con vehiculo (metilcelulosaal 1%) o 100 mg ATR/kg de peso y registrar
durante dos horas de la actividad locomotora, se observaron efectos significativos de tratamiento
[F (1, 15) =94.27, p < 0.0001], en el nimero de inyecciones [F (6, 90) = 3.095, p = 0.0312], pero
no en la interaccién [F (6, 90) = 1.342, p = 0.2469]. En el andlisis de cada inyeccion se observo

efecto de tratamiento para todas las inyecciones [t’s (15) = (3.674 - 8.291), p < 0.05] (Figura 11).
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Figura 11. Actividad horizontal. Las graficas muestran el promedio del registro de actividad locomotora y el error estandar de la
evaluacion la actividad horizontal durante 15 minutos previos a cada inyeccién (A) y 2 horas inmediatamente después (B) de cada
inyeccion de vehiculo o 100 mg ATR/kg de peso en ratas hembra Sprague-Dawley. Cada barra representa el promedio del grupo +
EEM. *Diferente de grupo control, p <0.05.

Numero de estereotipias

Actividad exploratoria

El ANOVA de medidas repetidas durante la evaluacion de los primeros 15 minutos de registro no
se mostraron diferencias significativas de tratamiento [F (1, 15) = 0.7729, p = 0.3932], ni de
interaccion [F (6, 90) = 1.622, p = 0.1501], pero en el niamero de inyecciones si se observaron
diferencias significativas [F (6, 90) = 3.873, p =0.0017] (Figura 12).
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Registro de niumero de estereotipias dos horas después de la inyeccion con ATR

Después de inyectar con vehiculo (metilcelulosa al 1%) o 100 mg ATR/kg de peso y registrar 2
horas de actividad locomotora, se observo un efecto significativo de tratamiento [F (1, 15) = 19.55,
p = 0.0005], de interaccion [F (6, 90) = 2.299, p = 0.0413] y en el nimero de inyecciones [F (6,
90) = 1.756, p = 0.01563]. En el analisis de cada inyeccidn se observé efecto de tratamiento para
las 6 exposiciones [t’s (15) = (1.916 — 3.922), p < 0.05], pero no se observo efecto de tratamiento
en la inyeccion de solucion salina (séptimainyeccidn) 48 h después de la tltimaexposiciona ATR
(Fig. 12).
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Figura 12. Numero de estereotipias. Las graficas muestran el promedio del registro de actividad locomotoray el error estandar
de la evaluacién del nimero de estereotipias durante 15 minutos previos a cada inyeccion (A) y 2 horas inmediatamente después
(B) de cada inyeccion de vehiculo o 100 mg ATR/kg de peso en ratas hembra Sprague-Dawley. Cada barra representa el promedio
del grupo + EEM. *Diferente de grupo control, p < 0.05.

Actividad vertical

Actividad exploratoria

El ANOVA de medidas repetidas durante la evaluacién de los primeros 15 minutos de registro
mostraron efectos significativos de tratamiento [F (1, 15) = 12.8, p = 0.0027], en el nimero de
inyecciones [F (6, 90) = 8.134, p <0.0001] y en la interaccién [F (6, 90) = 2.893, p = 0.0126]. El
andlisis de cada inyeccion reveld un efecto de tratamiento para la inyeccion 4 [t = 2.564, p =
0.0216], lainyeccion5 [t = 3.392, p = 0.004], lainyeccion 6 [t = 4.652, p = 0.0003] y la inyeccion
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de solucién salina [t = 2.705, p = 0.0163] evaluada 48 h después de la ultima inyeccion con ATR
(figura 13).

Registro de la actividad exploratoria dos horas después de la inyeccion con ATR

Después de inyectar con vehiculo (metilcelulosa al 1%) o 100 mg ATR/kg de peso y registrar 2
horas de actividad locomotora, se observaron efectos significativos de tratamiento [F (1, 15) =
85.86, p < 0.0001], en el nimero de inyecciones [F (6, 90) = 2.24, p = 0.0464], pero no en la
interaccion (tratamientox nimero de inyecciones) [F (6, 90) =0.3772, p = 0.8919]. En el andlisis
de cada inyeccidn se observé un efecto de grupo para todas las exposiciones, incluso en la de

solucion salina48 h después de la Ultima exposicion [t’s (15) = (3.939 — 7.907), p < 0.05] (Figura
13).

Il VEHiCULO ATR 100 mg
A) Exploracion B) 120 minutos
800

2000
= s
+ 60047 T w
— + 15001
(o] —
] ]
5 400 T E
o
> @ 1000
Eel >
1] '|' * -
g i k:
> 200 * . 3 i
-_‘3 T T - = 500 .
< T i) i

< . x
D T T T T T T
1 2 3 a 5 6 Solucion salina 1 2 3 4 5 6 Solucion salina

Inyecciones ATR

Inyecciones ATR

Figura 13. Actividad vertical. Las gréficas muestran el promedio del registro de actividad locomotoray el error estandar de la
evaluacion de la actividad vertical durante 15 minutos previosa cada inyeccion (A) y 2 horas inmediatamente después (B) de cada
inyeccion de vehiculo 0 100 mg ATR/kg de peso en ratas hembra Sprague-Dawley. Cada barra representa el promedio del grupo £

EEM. *Diferente de grupo control, p <0.05.
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7.3 Efecto de la ATR sobre los niveles de DA y sus metabolitos (DOPAC y HVA)
en el estriado, nucleo accumbens y mesencéfalo ventral

Estriado

Al medir los niveles de DA y sus metabolitos (DOPAC y HVA) en el estriado, no se observaron
alteraciones significativas en los niveles de DA y sus metabolitos (DOPAC y HVA) [U’s = (0.22
- 30, p > 0.05] entre el grupo tratado con ATR y el grupo vehiculo.

Nucleo accumbens

En el nucleo accumbens se observé un aumento significativo en los niveles de DA [U = (17), p =
0.0434] y su metabolito DOPAC [U = (16), p = 0.0343] en el grupo expuesto a ATR en
comparacion con el grupo control, sin encontrarse alterados los niveles de HVA en esta region

cerebral.
Mesencéfalo ventral

De manera similar al nicleo accumbens, se observaron aumentos significativos en los niveles de
DA [U =(12), p =0.0117] y su metabolito DOPAC [U = (7), p = 0.0021] en el mesencéfalo

ventral en el grupo tratado con atrazina al compararlo con el grupo control.

Ademas, no se observaron cambios significativos en el recambio de DOPAC/DA en ninguna de

las regiones analizadas.
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Figura 14. Niveles de DA, HVA y DOPAC en el estriado (Str), nicleo accumbens (Nacc) y mesencéfalo ventral (Midv) de ratas
hembra sacrificadas 48 h después de la Gltima exposiciona ATR medidos mediante HPLC-DE. Cada barra representa el promedio
del grupo + EEM en animales control (metilcelulosa al 1%) y expuestosa 100 mg ATR/kg de peso. *Diferente de grupo control,
p <0.05.
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Figura 15. Relacion DOPAC/DA medidos por HPLC-DE en estriado (Str), ndcleo accumbens (NAcc) y mesencéfalo ventral
(Midv) de ratas hembra sacrificadas 48 h después de la Gltima exposicion a ATR. Cada barra de la gréafica representa el promedio

del grupo £ EEM en animales control (metilcelulosa al 1%) y expuestos a 100 mg ATR/kg de peso.

42



VIII. Discusion

8.1 Peso corporal

El peso corporal de las ratas no se vio alterado por la exposicion repetida al herbicida ATR (Figura
9). Estos resultados presentan similitudes a los obtenidos en estudios previos, tanto en exposicion
repetidaal herbicida ATR en ratones macho (Coban & Filipov, 2007) o en ratas macho (Rodriguez
et al., 2013; Marquez-Ramos, et al., 2017), como en exposicidn cronica al herbicida ATR en ratas
macho (Bardullas et al., 2011, 2013; Chavez-Pichardo et al., 2020; Reyes-Bravo et al., 2022) e
incluso con exposicion durante la etapa del desarrollo (DPN 28) en ratas macho (Li et al., 2018) y

en ratas macho y hembra expuestas in-utero (Rooney et al., 2003; Li et al., 2017).

8.2 Actividad locomotora

Estudios previos en ratas macho expuestasa 100 mg ATR/kg de peso por un periodo de tiempo de
dos semanas, reportaron que la exposicion repetida a este herbicida causa hipoactividad que se
mantiene aun 48 h después de la tltimaexposicién (Rodriguez et al., 2013; Méarquez-Ramos, et al.,
2017). Ademas, Rodriguez y colaboradores (2013) reportaron una disminucidnsignificativaen el
registro exploratorio (15 minutos previos a inyeccién) en todos los pardmetros evaluados (distancia
total, actividad vertical y nimero de estereotipias) después de la primera inyeccion de ATR, en
comparacion con este estudio, las hembras presentaron una hipoactividad significativa en la
exploracionapartir de lasegunda inyeccion con ATR en distanciatotal y actividad horizontal, pero
en la actividad vertical se observo hasta la cuarta inyeccion, sin embargo, en el nimero de

estereotipias, no hubo diferencias significativas en la actividad exploratoria.

En este estudio, los resultados de la primera sesion de exploracion antes del tratamiento no
muestran diferencias entre el grupo control y el expuesto a ATR (inyeccion 1), a diferenciade la
actividad exploratoria evaluada 48 h después de cada exposicion a ATR, donde se observo una
hipoactividad significativaen la distanciatotal en comparacional grupo control. Lo anterior tiene
sentido ya que los roedores aun no han recibido la inyeccion con el herbicida. Ahora bien, en el
registro de 2 horas, posterior a la administracién del herbicida, se observaron diferencias
significativas desde la primera inyeccion hasta 48 horas después de la ltima exposicion, mostrando
hipoactividad a largo plazo en el grupo expuesto a ATR, datos que estan de acuerdo con estudios

previos en ratas macho.
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En cuanto a estudios con exposicion a ATR en hembras, su principal enfoque es en efectos
relacionados al desarrollo o a ciertos tipos de cancer, principalmente al cAncer mamario, los cuales
han reportado que la exposicion a este herbicida ocasiona alteracionesen el inicio de la pubertad,
retrasandola, presentando cambiossignificativos en la liberacién de GnRH, LH y a suvez, un atraso
en la apertura vaginal (Laws et al., 2000; Ashby et al., 2002), en cuanto a tumores cancerigenos,
es bien sabido que los tumores mamarios son principalmente dependientes a hormonas, siendo el

estradiol y la prolactina las hormonas promotoras principales del crecimiento de estos.

Por otra parte, es sabido que el sistemadopaminérgico tiene interaccion con el sistema estrogénico
y ambos juegan un papel en la funcién motora (Becker, 1990; Yoest, 2016, 2018). Se ha reportado
ampliamente que el estradiol, ademas de sus funciones reproductivas, participaen ladiferenciacion
sexual del sistema nervioso, en la neurogénesis, neuroproteccion y en la plasticidad cerebral
(Wright et al., 2010; Smith & Dahodwala, 2014). Se ha reportado que modula la liberacion de la
dopamina al unirse a sus receptores membranales de estradiol en el estriado (Srivastava et al.,
2013). De igual manera, estudios han reportado que hembras ovariectomizadas presentan un nivel
basal menor de DA extracelular (Xiao & Becker, 1994).

Considerando lo anterior, el trabajo actual es el primero en reportar hipoactividad como
consecuencia de la exposicion repetida al herbicida ATR en la actividad locomotora de ratas
hembra mostrando efectos parecidos a los presentados en ratas macho (Rodriguez et al., 2013;
Marquez-Ramosetal., 2017). Sin embargo, es importante mencionar que el inicio de la exposicion
a ATRYy asuvez laevaluacionde laactividad locomotora en ratas hembra durante este experimento
se llevd a cabo (DPN 60 + 5) una vez ya establecido el ciclo estral. Por lo que la hipoactividad
observada en los resultados de este proyecto se pueda deber en parte a un malestar generalizado
debido a la altadosis de ATR utilizada. A pesar de lo anterior, la hipoactividad se mantiene aln 48
h después de la ultima exposicion, sugiriendo que la hipoactividad puede tener relacién con una
alteracion neuroquimica. Por otra parte, seria importante considerar la evaluacion de la actividad
locomotora con una exposicién mas extendida o bien, con una evaluaciéon posterior, con lafinalidad

de profundizar sobre los efectos de la ATR en el cerebro de la rata hembra.

En estudios previos, Marquez-Ramos y colaboradores (2017) realizaron una evaluacion de la
actividad locomotoradurante 15 minutos a los dos meses después a la tltimainyecciéon a ATR, en
este estudio, se continu6é observando hipoactividad. Adicionalmente, un estudio realizado por

Rodriguez y colaboradores (2013), en el que realizaron evaluaciones de actividad locomotora
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durante 24 h continuas a los 2, 5, 10, 60 y 90 dias después de la Gltima inyeccion de ATR. Ellos
reportaron hipoactividad a los 2y 5 dias, la cual desaparecidé a los 10y a los 90 dias post inyeccion
de ATR. En laevaluacionalos 60 dias postinyeccion de ATR, se administré un reto farmacologico
de anfetamina con la finalidad de desenmascarar alteraciones ocultas en el sistema dopaminérgico
y se observd mayor actividad en el grupo expuesto a ATR, indicando modificaciones en el mismo
sistema dopaminérgico.

Dado loanterior, una evaluacién posterior de laactividad locomotora en hembras seria fundamental
para asi poder comparar de mejor manera si sucede exactamente lo mismo a lo que sucede en los
machos o si existe la posibilidad de que el estradiol juegue un papel neuroprotector y se pudiera
observar un efecto compensatorio frente a este toxico en menor cantidad de tiempo en comparacion

a los machos.

8.3 Niveles de DA y sus metabolitos

Al analizar los resultados obtenidos en este proyecto, se observa que los niveles de dopaminay su
metabolito, DOPAC, se ven aumentados en el NAcc y en el Midv en el grupo expuesto a ATR.
Esto es distintoa lo reportado en estudios previos con exposicion repetida a ATR en ratas macho,
donde Rodriguez y colaboradores (2013) reportaron una disminucion en la DA y sus metabolitos
en el estriado y, similarmente, Marquez-Ramos y colaboradores (2017) reportaron una reduccion
en la unién especifica a receptores de DA en el estriado. Coban y Filipov (2007), reportaron que
en ratones expuestos a 125 y 250 mg ATR/kg de peso exhibieron una disminucién en los niveles
de DA y sus metabolitos (DOPAC y HVA) en el estriado. Por otro lado, en exposiciones crénicas
en ratas macho, reportaron una disminucion de DA en el estriado (Bardullas et al., 2011, 2013).

Lo anterior esimportante mencionarlo ya que el modelo animal del presente trabajo esta basado en
estudios con exposicién repetida a ATR en ratas macho. Por lo cual, los resultados obtenidos en
ratas hembraal estar expuestasa 100 mg ATR/kg de peso durante 2 semanas, sugieren que hay una
relacién entre la reduccién de actividad locomotora y el aumento de los niveles de DA y su
metabolito DOPAC en el grupo tratado con 100 mg ATR/kg de peso, ademas de que las regiones
que se ven alteradas es el NAcc y el Midv, y no el Str, lo que podria significar una relacion mas

estrechaa la hipoactividad presente en este estudio. Adicionalmente, estos resultados sugieren que
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el sistemadopaminérgico alterado en hembras ante la exposicion repetidaa ATR es el mesolimbico

y no el nigroestriatal como lo es en machos.

Cabe destacar, que existen diferencias anatomicasy fisiologicas en el sistema dopaminérgico entre
machos y hembras, entre las cuales, Yoest y colaboradores (2018) reportaron un aumento en la

liberacion de DA en el estriado con la presencia de estradiol.

Ahora bien, Westerink y colaboradores (1976) reportaron que, al administrar ciertos farmacos, los
niveles de los metabolitos de DA no cambiaban y esto se observaba mas en areas mesolimbicasy
sugirieron que los niveles del metabolito DOPAC estaban mas relacionados al metabolismo de DA,
indicando menor metilacion en niveles basales de DOPAC a HVA en esta region, ademas,
reportaron que bajo condiciones donde la actividad dopaminérgicase ve alterada, la metilaciénde
DOPAC se ve afectada, esto es importante ya que los niveles de DOPAC se han asociado a los
niveles de dopamina, esto quiere decir que si los niveles de DA aumentan, también lo haran los

niveles de DOPAC o viceversa.

Los diferentes sistemas dopaminérgicos cuentan con una gran cantidad de receptores a estrégeno,
lo cual sugiere una intervencion importante e influencia que tiene esta hormona femenina en la
actividad dopaminérgica, en cuanto a la relacion de estrogeno con ATR, hasta hoy no se ha podido
Ilegar a una respuesta concreta sobre esta interaccion, sinembargo, se cree que lainteraccion podria
ser indirecta, siendo que la ATR afecte diferentes y factores menos especificos que puede, o no,
estén involucrados con respuestas mediadas por estrégenoy por eso se vean afectadas (Eldridge et
al., 2008).

Otra diferencia importante entre machos y hembras es que receptores a estrégeno alfay beta se
encuentran en neuronas dopaminérgicasen el AVT y en el NAcc (Almey et al., 2015). Becker
(1990) reporto que el estradiol regula la liberaciony los mecanismos de eliminacién de dopamina
en hembras. Similarmente, en estudios donde se administro estradiol, se observé un incremento en
laliberaciénde DAy en laactividad de DAT y en ratas ovariectomizadas se reporté un aumentoa
niveles basales de liberacion de DA (Falardeau et al., 1987; Schmitz et al., 2003). Incluso, el
estrogeno juega un rol importante en cuanto a la susceptibilidad a enfermedades, por ejemplo, en
cuanto al sistemadopaminérgico nigroestriatal, las diferencias dependientes de sexo suelen ser un
poco mas conocidas, pero no del todo entendidas, como lo es con la enfermedad de Parkinson, la
cual tiende a desarrollarse principalmente en hombres, las causas siguen sin ser exactas. Los

factores ambientales y genéticos influyenen el desarrollo de la EP y, actualmente, la exposiciéna
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pesticidas es considerado un factor de riesgo al padecimiento de esta enfermedad. La
susceptibilidad del Parkinson en hombres se cree que es debida a la falta de estrégeno como lo hay
en mujeres, sin embargo, se ha visto que cuando las mujeres padecen esta enfermedad, avanza de
manera mas rapida, lo cual también puede deberse a la disminucidn repentina de estrdgeno en la
menopausia (Smith & Dahodwala, 2014). Debido a que esta enfermedad afecta mayoritariamente
a los ganglios basales, especificamente a la substancia nigra 'y dentro de los estudios se ha visto
que los pesticidas también afectan lamotricidad en machos, la diferenciaencontrada en este estudio

tiene que ver especificamente con el sistema dopaminérgico mesolimbico.

Anatémicamente, las diferencias no suelen notarse y en cuanto a la composicién de ciertas
regiones, en hembras se ha reportado una mayor densidad de dendritas en el ndcleo accumbens
(Wissman et al., 2012). Por otra parte, estudios han demostrado, que los machos tienen menor
susceptibilidad a volverse adictos a sustancias de abuso y una de las teorias para esto es que el
estradiol juega un papel en la actividad dopaminérgica neuronal en el sistema mesolimbico
sensibilizando las neuronas y aumentando la respuesta a la exposicion a drogas (Fox & Sinha,
2009). Sin embargo, otros estudios reportan la susceptibilidad a la adiccion de manera inversa,
siendo los machos los méas susceptibles a padecer los efectos aversivos de la adiccién que las
hembras (Carroll & Anker, 2009). En estudios con exposicion prenatal a cannabis, Traccis y
colaboradores (2021) reportaron que en machos hubo cambios a nivel molecular en el sistema
dopaminérgico mesolimbico, pero no en hembras. Sin embargo, en hembras se notd una
modificacién en la actividad locomotora espontanea y en la motivacion por comida al llegar a la
edad adulta, dichas alteraciones estan relacionadas a cambios en la actividad dopaminérgica en
dicho sistema, lo cual podria compararse en cierto sentido con el presente estudio de ATR en
hembras, aunque nosotros no observamos un cambio en la alimentacion, pero si un cambio en la

actividad locomotora espontanea.

Este tipo de resultados tan variados nos demuestra que no hay un conocimiento profundo de los
sistemas, sus mecanismos y las diferencias dependientes de sexo en ellos, ademas de las diferentes
reacciones que tiene cada organismoa un factor extrinseco e intrinseco, como lo es la ATR en este
estudio, que, a comparacion de los machos, afecta principalmente al sistema dopaminérgico

mesolimbico.

Adicionalmente, lo encontrado en el presente proyecto son resultados nuevos, por lo que un estudio

posterior podra ser mas especifico para contestar y profundizar preguntas que quedan inconclusas.
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I X. Conclusiones

La exposicion repetida a 100 mg ATR/kg de peso por dos semanas en ratas hembra de la cepa
Sprague-Dawley, causa hipoactividad, la cual permanece ain 48 h después de la Ultima exposicion
en el caso de los parametros de distanciatotal, actividad horizontal y actividad vertical, este efecto
puede estar relacionado al aumento de dopaminay su metabolito DOPAC en el nicleo accumbens

y en el mesencéfalo ventral observado en el grupo tratado con ATR.

La exposicion repetida a 100 mg ATR/kg de peso por dos semanas en ratas hembra Sprague-
Dawley no causa alteraciones en los niveles de DA y sus metabolitos en el estriado, lo cual podria

implicar que, en hembras, la ATR afecta al sistema dopaminéergico mesolimbico.

Estos resultados, abren paso a estudios mas especificos para la valoracién de la susceptibilidad del

sistema dopaminérgico mesolimbico de forma sexo especifica.

X. Perspectivas

A lo largo de este trabajo se pudo observar la importancia que tiene el realizar investigaciones con
hembras y dado el estado actual del mundo, hoy mas que nunca es necesario incluirlas, ain mas,
como sujetos de investigacion. Con este trabajo queda todavia mas claro que existen diferencias
entre sexos ante la exposicion a ATR, y, siendo este el primero de su tipo, es importante seguir en
esta &rea de neurotoxicologia para profundizar el conocimientoy poder ejercer una accién que
pueda ser beneficiosa no solo para la investigacion sino para la sociedad, sabiendo realmente qué
es lo que sucede en un organismo femenino. Ademas de que cada dia que pasa, se desarrollan
nuevas sustancias que se incluyen a la lista agentes ambientales (posiblemente tdxicos) que
interfieren con el organismo y es necesario saber cbmo actdan en él, tanto en machos como en

hembras.
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