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Resumen

Varios estudios en roedores han demostrado que la exposicién al ampliamente
utilizado herbicida atrazina (ATR; 2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-triazina)
causa déficits en la via dopaminérgica nigroestriatal tales como alteraciones en la
actividad locomotora, disminucién de los niveles estriatales de dopamina y del
recuento de células positivas para tirosina hidroxilasa en la sustancia nigra pars
compacta. Sin embargo, los efectos de la exposicion a ATR en otros
neurotransmisores como GABA y glutamato han sido poco-estudiados. Para
probar si la ATR también afecta a otros sistemas de neurotransmisién, en este
estudio se evaluaron los efectos de la exposiciéon crénica (un afio) a1 6 10 mg de
ATR/kg de peso corporal, en 30 ratas macho de la cepa Spregue-Dawley, a través
del comportamiento conductual, el cual incluyé una bateria de pruebas
conductuales como actividad locomotora espontanea, barra de equilibrio,
coordinacién motora y laberinto elevado en cruz. Para determinar la liberacion de
GABA vy glutamato, en la sustancia nigra pars reticulata y estriado
(respectivamente), se realiz6 la técnica de microdialisis y los dializados obtenidos
fueron analizados posteriormente por cromatografia liquida. Los resultados
obtenidos en el presente trabajo fueron evaluados a través del analisis de varianza
(ANDEVA) de medidas repetidas y ANDEVA de una via, seguido de un analisis
post hoc Fisher’'s PLSD. Los datos de conducta mostraron que la exposicion
cronica a 10 mg ATR/kg causa hiperactividad y aumenta la ansiedad evaluada en
el laberinto elevado en cruz. Mientras que la liberacién estriatal de glutamato a
nivel basal extracelular y en la estimulacion con alto potasio se incremento en el
grupo expuesto a 10 mg de ATR/kg, pero no incrementd la liberacion de glutamato
en el grupo tratado con 1mgATR/kg en comparacién con el grupo control. Estos
datos muestran que la exposicion cronica a ATR causa alteraciones no sélo en los
marcadores dopaminérgicos sino también en la liberacion de glutamato en el
estriado que, en combinacién, podria desencadenar los cambios conductuales
observados.

Palabras clave: plaguicidas, conducta, ansiedad y neurotransmisores.



Summary

Several studies in rodents, have shown that exposure to the widely used herbicide atrazine (ATR; 2-chloro-
4-ethylamino-6-isopropylamino-s-triazine) causes deficits in the nigrostriatal pathway such as alterations in locomotor
activity, decreased striatal dopamine levels, and diminished counts of tyrosine hydroxylase positive cells in substantia
nigra pars compacta. However, the effects of ATR on other neurotransmitters such as GABA and glutamate have
been scarcely studied. To test if ATR also affects other neurotransmitter systems in this study, we evaluated the effects
of chronic exposure (one year) to 1 or 10 mg ATR/kg of body weight in 30 male rats of the Sprague-Dawley strain.
Through the behavioral behavior that included a battery of behavioral tests such as locomotor activity, beam walking,
motor coordination and elevated plus maze. To determine the release of GABA and glutamate, in the substance nigra
pars reticulata and striatum (respectively), the microdialysis technique was performed and the dialysates obtained
were subsequently evaluated by liquid chromatography. Behavioral results showed that chronic ATR exposure to 10
mg ATR/kg causes hyperactivity, and increased anxiety. While the striatal release of glutamate at the extracellular
basal level and in stimulation with high potassium was increased in the group exposed to 10 mg of ATR /kg but did
not increase the release of glutamate in the group treated with 1mgATR / kg compared to the control group. These
data show that chronic ATR exposure causes alterations not only on dopaminergic markers but also on levels release

of glutamate in striatum, which in combination could trigger the behavioral changes observed.

Key words: pesticides, behavior, anxiety and neurotransmitters
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I. INTRODUCCION

En la actualidad los seres humanos estamos expuestos a una variedad de
sustancias tdxicas presentes en el medio ambiente como: metales y plaguicidas entre
otros. Los plaguicidas son compuestos quimicos destinados a prevenir, destruir o
controlar cualquier plaga, se clasifican de acuerdo con el organismo que controlan o
eliminan, insectos (insecticidas), fungicidas (hongos), acaricidas (acaros) y herbicidas
(malezas) (Costa, 2008). Dentro de esta amplia gama de plaguicidas, los mas utilizados
a nivel mundial son los herbicidas, siendo la atrazina (ATR) un herbicida de uso comun
dentro de la agricultura. Esta sustancia ha sido considerada un herbicida que posee una
solubilidad en agua de 35 mg/L a 25°C. Esta caracteristica hace que dicha sustancia sea
persistente en los mantos acuiferos y en el suelo por varios afios. Existe evidencia de la
presencia de ATR en el agua de consumo humano en la Union Europea por lo que se
prohibi6 el uso de dicho herbicida desde el afio 2004, sin embargo, en México no existe

informacion al respecto y se sigue usando de manera indiscriminada.

La exposicion a ATR en roedores se ha asociado con la produccién del fenotipo
de la enfermedad de Parkinson. Estudios en ratas (Bardullas et al., 2011;2013;
Rodriguez et al., 2013) y ratones (Coban y Filipov 2007; Lin et al., 2013) muestran que
la exposicidn a este herbicida produce alteraciones dopaminérgicas que dan como
consecuencia una disminucion o un aumento en la actividad locomotora de los animales
posterior a la exposicidbn aguda o cronica (respectivamente) a dicho herbicida. Cabe
mencionar que un estudio realizado en ratas (Rodriguez et al., 2017) muestra que las
neuronas-dopaminérgicas no son las unicas neuronas sensibles a ATR y que existen
otras regiones cerebrales (mesencéfalo ventral y dorsal, amigdala, nucleo subtalamico,
coliculo superior) que presentan sensibilidad a este herbicida. Resultados preliminares
de nuestro laboratorio, reportan que la exposicién crénica de 1 mg ATR/kg de peso
corporal en el estriado de las ratas macho disminuye la concentracién de glutamato
mientras que en ratas expuestas a 10 mg ATR/kg de peso corporal aumenta la

concentracion de glutamina. Otro hallazgo importante reportado es que al evaluar la



concentracion de GABA, glutamina y glutamato en mesencéfalo ventral, se observa que
estas concentraciones se ven elevadas en el grupo de ratas expuestas a 10 mg ATR/kg
de peso corporal (datos no publicados). Estos hallazgos hacen sospechar que la
exposicion cronica a ATR podria estar influyendo en la liberacibn de estos
neurotransmisores. Por tal motivo este proyecto tiene como objetivo evaluar si la
administracion cronica a ATR causara alteraciones en la conducta motora de los

animales y si estas alteraciones afectaran la liberacién de GABA y glutamato.

Existen sistemas de neurotransmisibn como: los sistemas GABAérgico vy
glutamatérgico que son modulados por el sistema dopaminérgico. Y debido a los
antecedentes mencionados, se sabe que el sistema dopaminérgico esta siendo alterado
posterior a una exposicion al herbicida atrazina, sin embargo, a la fecha se desconoce si
dicha exposicion altera el sistema GABAérgico y/o glutamatérgico de manera paralela al
sistema dopaminérgico. Por lo tanto, es importante evaluar si la exposicion crénica al
herbicida ATR provoca alteraciones cuantificables a través del empleo de una bateria de
pruebas conductuales y si esto se correlaciona con la liberacién de GABA y glutamato

en el estriado (estructura blanco de la via dopaminérgica nigroestriatal).



Il. ANTECEDENTES

Il. 1 Atrazina

11.1.1 Generalidades

Actualmente existe evidencia de que la exposicion a sustancias tdxicas
presentes en el medio ambiente tales como: metales y plaguicidas entre otros, juega un
papel importante en la etiologia de las patologias de los ganglios basales (Hossain y
Filipov 2008). La exposicion ocupacional a productos quimicos agricolas se ha
considerado como un factor de riesgo de la enfermedad de Parkinson. La enfermedad
de Parkinson es considerada una enfermedad multifactorial, sin embargo, la exposicion
a plaguicidas ha recibido atencién especial, debido a que se ha asociado con una mayor
incidencia de la enfermedad de Parkinson en trabajadores agricolas (Priyadarshi et al.,
2000). Se trata de una enfermedad neurodegenerativa, que se caracteriza por la pérdida
del 80% o mas de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta
(SNpc) y se manifiesta por alteraciones en el movimiento (Ros-Bernal et al., 2009),
debido a que se ha alterado el sistema nigroestriatal que es el encargado de la

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

Los plaguicidas (segun la FAQ, 2006) son sustancias o mezcla de sustancias
destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga. Se clasifican de acuerdo con
el organismo que controlan o eliminan, insecticidas (insectos), herbicidas (malezas),
fungicidas (hongos) y acaricidas (acaros) entre otros (Costa, 2008). Los plaguicidas que
se han asociado con el fenotipo de la enfermedad de Parkinson son: maneb (fungicida),
paraquat (herbicida) y rotenona (piscicida), siendo los primeros dos, los que presentan
mayor toxicidad dopaminérgica debido a que provocan la degeneracion de la SNpc en
roedores (Thiruchelvam et al., 2000; Betarbet et al., 2000). Sin embargo, no existen
estudios que asocien la exposicidn a la atrazina (ATR) con el fenotipo de la enfermedad
de Parkinson. Por tal motivo, el papel que juegan los plaguicidas en el sistema nervioso
ha recibido especial atencién, particularmente aquellos que son altamente comerciales
ya que su uso frecuente implica una exposicion continua a la poblacion. La ATR es un
herbicida que se introdujo a nivel mundial en 1958, pero su utilizacion ha incrementado

constantemente en los ultimos 50 afos (Golla et al., 2011). En México se empezé a
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utilizar en 1975 (SAGARPA 2007), actualmente son varias empresas las encargadas de
la produccion de este herbicida en nuestro pais. Gesaprim es el nombre comercial mas
conocido, pero cabe mencionar que existen otros productos con el mismo ingrediente
activo. Villa-Canela (2006) calculdé que en 2005 se aplicaban aproximadamente 1078

toneladas de ATR al afio, en todo el pais.

1.1.2 Propiedades fisicoquimicas

La ATR pura es una sustancia manufacturada y no ocurre naturalmente es un
polvo blanco, sin olor y poco volati(ATSDR, 2003). Pertenece al grupo de los herbicidas
triazinicos clorados. Su nombre quimico es 6-cloro-N2-etil-N4-isopropil-1,3,5-trizina-2,4-
diamina, su numero CAS es 1912-24-9 (Figura 1). La ATR tiene un peso molecular de
215.68 g/mol y su punto de fusién oscila entre 173-177 °C. La-movilidad de la ATR y de
sus metabolitos en el medio ambiente, estd determinada por su baja afinidad a los
componentes del suelo (2.0 L/kg) y su elevada persistencia (10-5824 dias). Asimismo,
su baja volatilidad esta determinada por los valores de presion de vapor (3.8 X10°°Pa) y
de la constante de la Ley de Henry (3.04 X10° atm m3®mol). Adicionalmente la ATR
presenta baja solubilidad en agua (35 mg/L en agua a 25°C). Estas propiedades
fisicoquimicas le confieren a la ATR caracteristicas para ser considerada un potencial

contaminante de aguas superficiales y profundas (Hansen et al., 2013).

Cl

£
N)\ 3/)\H/\

N
H

Figura 1. Estructura quimica de la ATR. 6-cloro-N2-etil-N4-isopropil-1,3,5-triazina-2,4-diamina, CAS1912-
24-9.



11.1.3 Metabolismo y biotransformacién de ATR

El metabolismo de la ATR se ha estudiado en varias especies. Los principales
metabolitos reportados en humanos y mamiferos son desetilatrazina (DE),
deisoproprilatrazina (DIP) y diaminoclorotriazina (DACT). La ATR se metaboliza
ampliamente por isoenzimas P450 a metabolitos clorados desalquilados. Sin embargo,
la ATR y sus metabolitos clorados también pueden ser metabolizados a metabolitos no

clorados a través de la conjugacion mediada por glutation transferasa (GST) (Figura 2).

11.1.4 Mecanismo de accion en plantas

La absorcion de los herbicidas ocurre cuando las malezas lo-incorporan en su
interior, ya sea a través de sus partes aéreas (hojas, tallo) o sus partes subterraneas
(raices, rizomas o bulbos) (Anzalone, 2008). La atrazina puede ser absorbida por las
raices o las hojas de las malezas inhibiendo la fotosintesis. Este proceso tiene lugar en
los cloroplastos. Segun Rao (2002), hasta el momento solo se ha comprobado que los
mecanismos de accidén importantes de los herbicidas, son la inhibicion del fotosistema |l

y el desvio o secuestro de electrones a nivel de fotosistema I.

La atrazina interactua con las proteinas del fotosistema Il en el sitio de unién a
la plastoquinona B (lipido sintetizado por los cloroplastos) y bloquea el transporte de
electrones fotosintéticos (Rutherford y Krieger-Liszkay 2001), evitando asi la fijacién del
COz2 con la subsiguiente producciéon de energia en malezas “diana”. La muerte de las
malas hierbas “diana” se produce principalmente debido a la desecacién posterior al
dafio de la membrana, debido a la formacion de especies reactivas del oxigeno que
desencadenan una reaccion en cadena de la peroxidacion lipidica (Marchetti et al.,
2013).

11.1.5 Toxicocinética en animales y humanos

La ATR se absorbe en el tracto gastrointestinal de los animales y humanos que
consumen agua contaminada con este herbicida. Un estudio controlado evalud la
absorciéon y excrecion de la ATR en un modelo murino (rata), después de administrar

oralmente una dosis de 0.53 mg de ATR/kg de peso. Después de 72 horas el 20% de la
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ATR fue excretada via heces, 65 % por orina y el 15 % retenida en los tejidos. En este
estudio se determinaron valores de absorcion de ATR entre 70-80 % de la dosis
administrada, ademas de proponer al sistema urinario como ruta principal de excrecion
(Ciba-Geigy, 1987).

Urine
Figura 2. Metabolismo de la ATR. La ATR se metaboliza principalmente por citocromo P450 y en menor
medida, por GST. Los principales metabolitos derivados de P450 de ATR son los N-desalquilados,
desetilatrazina (DE), deisopropil atrazina (DIP), diaminoclotriazina (DACT). DACT ha sido el principal
metabolito de ATR detectado en estudios in vivo en ratas, aunque hasta el momento se desconoce la
enzima responsable de su formacion. Sin embargo, el metabolismo de ATR mediado por GST humana,
tiene como metabolito la ATR-mercapturato, que también ha sido detectado en orina humana, lo que
demuestra que la conjugacion de ATR con glutatién ocurre en humanos y que este metabolito podria ser

un biomarcador util para detectar ATR.

En un estudio se reporta que la ATR ingresa al sistema nervioso, aunque se
desconoce el mecanismo exacto por el cual logra atravesar la barrera hematoencefalica
(Stoker y Cooper 2007). Este estudio evalu6 la distribucién de la ATR en la leche
marcada radiactivamente con carbono 14 (C-14) en diferentes 6rganos y tejidos, de ratas

lactantes expuestas a 2 6 4 mg/kg via intragastrica. Los autores reportan que los niveles



de ATR se distribuyen homogéneamente en hipotalamo e hipofisis, sin embargo, las
concentraciones aumentan en proporcién con la dosis administrada. Mientras que
algunas regiones periféricas como la glandula mamaria y pulmones mantuvieron los

mismos niveles de ATR independientemente de la dosis administrada.

Sin embargo, el estudio realizado por Ross et al. (2009) en ratones expuestos a
una unica dosis a 5, 25, 125 6 250 mg/kg via intragastrica, evaluoé los niveles de ATR y
sus principales metabolitos (DACT, DE y DIP) en plasma, orina, materia fecal, higado,
rindn, bazo, timo y cerebro. Estos autores reportan que la principal via de excreciéon de
la ATR es por orina (siendo DACT el metabolito mas abundante) durante las primeras 24
horas posteriores a la administracion. En relacién con el analisis del contenido de ATR
en materia fecal, no revelé cantidades significativas de  ATR ni de los principales
metabolitos. Asimismo, reportan que en plasma, higado, riidn, bazo, timo y cerebro el
principal metabolito que se encuentra es el DACT y que sus concentraciones son
dependientes de la dosis de ATR administrada, mientras que los otros metabolitos no
fueron detectables. Estos datos sugieren que la ATR se distribuye y se metaboliza
ampliamente en ratones; lo que propone que ATR y su metabolito DACT persisten en el
cerebro mayor tiempo, debido a una eliminacién lenta puesto que es un tejido rico en
lipidos y que presenta cantidades dispersas de enzima P450. Pocos estudios han
cuantificado ATR y sus metabolitos en roedores, sin embargo, Bakke et al. en 1972
reportaron que los niveles de ATR marcada radioactivamente (ATR-'#C) disminuian

lentamente en el cerebro, con respecto a otros tejidos periféricos, en ratas.

A pesar de que, el mecanismo por el cual la ATR ingresa al cerebro aun no es
exactamente conocido, un estudio realizado en ratas hembras en el 2006 (Dooley et al.)
propone que la ATR forma aductos con la hemoglobina, a través del ataque nucleofilico

del residuo de cisteina de la hemoglobina al cloro de la diaminoclorotriazina.

11.1.6 Fuentes de exposicion a la atrazina
En nuestro pais no existe informacion sobre la presencia de la ATR en los mantos

acuiferos, a pesar de la amplia extension del terreno dedicado a la agricultura, por lo que



no se ha generado ninguna politica sobre los limites permisibles para esta sustancia. Sin
embargo, en los paises que pertenecen a la Unién Europea se ha establecido como limite
permisible de ATR presente en el agua potable 0.1 ug /L (Jablonowski et al., 2010). Por
otra parte, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establece 2 pg/L, mientras que la
Agencia de Proteccion al Ambiente de Estados Unidos (USEPA por sus siglas en inglés)
establece 3 pg/L (Mela et al., 2013). La atrazina se ha considerado el plaguicida mas
comunmente detectado en aguas superficiales y pozos profundos en las zonas que
presentan uso frecuente de plaguicidas, a la vez esta agua es utilizada con frecuencia
en el riego de la agricultura (Barbash et al., 2001). Adicionalmente se reportan
exposiciones ocupacionales, principalmente en aplicadores de plaguicidas (Gammon et
al., 2005).

1.2 Efectos toxicos del herbicida atrazina

En estudios de laboratorio, se ha demostrado que la exposicidn excesiva a ATR
es perjudicial para varios érganos y sistemas, incluyendo los sistemas inmune,
reproductivo y nervioso (Cooper et al., 2007). Estudios epidemioldgicos han reportado
una correlacion positiva entre la ingesta de agua de pozo, el trabajo de agricultor, la
exposicion a plaguicidas/herbicidas, el vivir en un area rural con un elevado riesgo a
desarrollar la enfermedad de Parkinson (Priyadarshi et al., 2001). Existen estudios en
diferentes modelos animales que nos indican que varias especies se ven afectadas por
este herbicida. En los peces, la ATR afecta a los parametros hematolégicos, la actividad
locomotora, la respuesta inmune, el metabolismo, el estrés oxidativo y la reproduccion
(Mela et al., 2013).

I1.3 Efectos neurotéxicos del herbicida atrazina

Estudios previos sugieren que la exposicion a ATR produce alteraciones en la
fisiologia de los sistemas de neurotransmision dopaminérgica (Coban y Filipov 2007;
Bardullas et al., 2011, 2013; Rodriguez et al., 2013, Marquez-Ramos et al., 2017). Este
sistema es de suma importancia para la planeacion e iniciacion de conductas motoras a

través de la via nigroestriatal.



Rodriguez et al. (2013) reportaron que la exposicion repetida a seis inyecciones
de 100 mg ATR/kg via intraperitoneal durante dos semanas causoO hipoactividad,
disminucién en los niveles de dopamina (DA) y sus metabolitos, del acido 5- hidroxiindol
acético (5-HIIA; metabolito de la serotonina) en estriado, una disminucién en la expresion
del gen antioxidante tiorredoxina en nucleo accumbens; mientras que en mesencéfalo se
observo una disminucion de la expresion de los genes de tirosina hidroxilasa (enzima
involucrada en la produccion de catecolaminas) y del transportador de dopamina
(recaptura) pero aumentd en la expresion del gen del transportador vesicular de
dopamina-2 (vesiculacion). Dos meses posteriores al tratamiento con ATR, un reto
farmacologico (1 mg/kg de sulfato de anfetamina) indujo hiperactividad; lo que indica que
la exposicibn a ATR modifica diferencialmente los sistemas dopaminérgicos de los
animales tratados. Es importante recordar que la DA participa en la regulacion de
diversas funciones, como la conducta motora, la emotividad, la afectividad, la ingestion

de agua y alimentos, asi como en la comunicacion neuroendocrina.

En estudios realizados por Bardullas et al. (2011, 2013) se encontré que la
exposicion a 10 mg ATR/kg por 12 meses causd hiperactividad, disminuida en la
coordinaciéon motora, decremento en la concentraciéon de dopamina en el estriado y en
el numero de células positivas a tirosina hidroxilasa en la SNpc; de la misma manera, se
observé disminucion de marcadores de estrés celular como citocromo oxidasa (COX) en
la misma region cerebral. Estos resultados indican que la ATR tiene efecto sobre las

neuronas dopaminérgicas de la via dopaminérgica nigroestriatal.

Asi_mismo Rodriguez et al. (2017) reportaron que una inyeccion de 100 mg
ATR/kg ‘caus6 hipoactividad y aumentd el numero de células positivas a c-Fos en
regiones del cerebro como tadlamo, amigdala, nucleo subtalamico, coliculo superior y
sustancia nigra. Estos resultados indican que el herbicida ATR tiene un efecto inmediato
en la actividad locomotora espontanea y corroboran su efecto inductor de hipoactividad
en los animales tratados, mostrando que otras células distintas a las dopaminérgicas en
regiones del circuito motor que forman los ganglios basales, responden a una

administracion aguda de ATR.



Los antecedentes ya mencionados indican que el sistema dopaminérgico puede
ser un blanco de accion del herbicida ATR, aunque los mecanismos por los cuales actua
aun no se conocen con precision. Las alteraciones conductuales observadas en los
modelos animales sugieren que la ATR puede estar afectando otros sistemas de

neurotransmision, tales como los sistemas glutamatérgicos y GABAérgicos cerebrales.

Il.4 Sistemas de neurotransmision glutamatérgico y GABAérgico

1.4.1 Sistema glutamatérgico

11.4.1.1 Glutamato

El glutamato un aminoacido no esencial, es el neurotransmisor excitatorio mas
abundante en el SNC de los mamiferos, desempefia funciones clave en la memoria,
desarrollo neuronal y en la plasticidad cerebral (Crupi et al., 2019). Clinicamente, se ha
asociado con adicciones, psicosis, neurodegeneracion y muerte glial (Stallar vy
Saadabadi, 2018).

En el cerebro, el proceso de sintesis de glutamato en las terminales nerviosas
se origina de dos fuentes: 1) de la glucosa a través del ciclo de los acidos tricarboxilicos,
tanto en neuronas como en astrocitos (Hertz 2004) y a través de 2) la transaminaciéon de
a-cetoglutarato y de glutamina que es sintetizada en células gliales y posteriormente es

transportada a las terminales nerviosas (Cooper et al., 2003).

11.4.1.2 Sintesis de glutamato

El glutamato se caracteriza por tener un esqueleto de cuatro carbonos y un grupo
amino, que lo obtiene a través de una transaminacion del aminoacido glutamina. El
glutamato se sintetiza a través de la enzima glutaminasa a partir de la glutamina que
proviene del astrocito (Stallar y Saadabadi, 2018). La glutamina ingresa a la neurona
presinaptica a través del transportador de glutamina sistema Ny A (SN 'y SA) y por accion

de la enzima glutaminasa se sintetiza a glutamato (Siegel et al., 2006).
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1.4.1.3 Vesiculacion, liberacion, recaptura y metabolismo de glutamato

Posterior a su sintesis, el glutamato es almacenado en vesiculas por el
transportador vesicular de glutamato (VGIuT), el cual funge como un antiporte
protdn/glutamato, se estima que cada vesicula contiene de 60-250 mmol/L de glutamato.
Las vesiculas juegan un papel clave abasteciendo al sistema de glutamato disponible
para su liberacién cuando un potencial de accién alcanza la terminal axénica y el flujo
intracelular de Ca?* aumenta lo suficiente para promover la fusion de las vesiculas con la
membrana y descargar su contenido al espacio sinaptico para actuar sobre los
receptores ionotrdpicos (acoplados a canales idnicos) o los metabotrépicos (acoplados
a proteinas G) (Siegel et al., 2006).

Este aminoacido es rapidamente eliminado del espacio extracelular por una
familia de trasporte de alta afinidad, dependiente de sodio (Olivares-Bafiuelos et al.,
2019), llamada transportadores de aminoacidos excitadores tipo 1y 2 (EAAT1y EAAT2)
en humanos (Siegel et al., 2006), ubicados principalmente en la membrana plasmatica
de astrocitos perisinapticos y en menor medida en las neuronas (Olivares-Bafiuelos et
al., 2019). Si el glutamato es reingresado a la neurona presinaptica nuevamente es
vesiculado, mientras que el glutamato que ingresa hacia el astrocito es convertido a
glutamina a través de la enzima glutamina sintetasa para que nuevamente esta
glutamina sea transportada a la neurona presinaptica por transportadores de glutamina
(SN y SA) (Siegel et al., 2006).

11.4.1.4 Receptores ionotropicos

Los receptores ionotropicos son canales de cationes cuya apertura aumenta
cuando el glutamato se une al receptor. En funcion del agonista que produce la activaciéon
de éstos con mayor afinidad o selectividad, los receptores ionotropicos de glutamato se
han clasificado en tres tipos: N-metil-d-aspartato (NMDA), acido a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazol propionico (AMPA) y kainato (KA).

Los receptores AMPA sirven como receptores para la transmisién sinaptica
excitatoria rapida, mediada por glutamato, una clase importante de antagonistas no

competitivos selectivos para los receptores AMPA esta representada por las 2,3-
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benzodiazepinas. Los receptores NMDA, son los receptores que estan mas
estrictamente regulados y son permeables a Na*, K* y principalmente a Ca?*. Para que
se activen estos receptores es necesario la presencia de tres elementos 1) la presencia
de glutamato en el espacio sinaptico, 2) que ocurra una despolarizacion de la membrana
para que pueda removerse el Mg?* que bloquea el poro de estos receptores, 3) la
presencia de un coagonista (glicina o D-serina). Un freno muy importante en la activacion
de los receptores NMDA es el proporcionado por el Mg?* extracelular, que ejerce un
bloqueo dependiente del voltaje del poro del canal iénico, otro inhibidor alostérico
endogeno son los protones de H+. Es importante mencionar que también existen
inhibidores exdgenos dependientes del voltaje de los canales del receptor NMDA como,
ketamina (anestésico), fenilciclidina (droga de abuso) y MK-801 (dizolcipina) (Siegel et
al., 2006).

11.4.1.5 Receptores metabotropicos

Los receptores metabotropicos no son canales y no permiten el flujo de cationes,
estos receptores activan a proteinas G cuando el glutamato se une a ellos. Se han
identificado ocho receptores metabotrépicos de glutamato (mGIuR1- mGIuR8) y se han
clasificado en tres grupos de acuerdo a los mecanismos de transduccion de sefiales
(Siegel et al., 2006). Los receptores metabotropicos del grupo | incluyen a mGLUR1 y
mGLURS, que normalmente son estimulantes y estan asociados con la activaciéon de la
fosfolipasa C y segundos mensajeros que llevan a cabo la produccién de inositol y
diacilglicerol. Los receptores metabotropicos que pertenecen al grupo |l incluyen
mGLUR2 y mGLURS3, mientras que los receptores metabotrépicos del grupo Il incluyen
MGLUR4, mGLURG6, mGLUR7 y mGLURS. Los receptores que pertenecen al grupo Il y
[l comparten una homologia de secuencia (~ 70 %) y ambos grupos estan acoplados

negativamente a la adenilato ciclasa (Crupi et al., 2019).
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1.4.2 Sistema GABAérgico

I.4.2.1 Acido Y- aminobutirico

El &cido Y- aminobutirico (GABA), es el neurotransmisor inhibidor por excelencia
del SNC y esta presente en altas concentraciones (milimolar) en muchas regiones del
cerebro (Siegel et al., 2006). La probabilidad de que el GABA funcione como un
neurotransmisor inhibidor en el cerebro, ha estimulado un prodigioso esfuerzo de
investigaciéon para implicar a GABA en la etiologia de una serie de trastornos
neuroldgicos y psiquiatricos. En la actualidad, el GABA ha sido incluido de manera mas
convincente, directa e indirectamente en la patogénesis de la epilepsia y se ha

relacionado intimamente con el metabolismo oxidativo de los carbohidratos del SNC.

1.4.2.2 Sintesis
El GABA se sintetiza a partir del glutamato, por acciéon de la enzima acido
glutdmico descarboxilasa (GAD) enzima que esta presente unicamente en neuronas

GABAérgicas y que es la encargada de catalizar la descarboxilacién del acido glutamico.

11.4.2.3 Vesiculacion, liberacién, recaptura y metabolismo de GABA

Una vez sintetizado el GABA es introducido en vesiculas a través del
transportador vesicular de GABA (VGAT), estas vesiculas juegan un papel clave en el
abastecimiento de GABA disponible para su liberacién. La liberacion ocurre en respuesta
a una despolarizacion de la membrana y la exocitosis dependiente de calcio. El GABA
puede entonces unirse a sus receptores GABAAa (canal ibnico) y GABAs (acoplados a
proteinas G). La accion de GABA en la sinapsis finaliza mediante la recaptura de GABA
en las terminales nerviosas presinapticas y células gliales circundantes, por accion del
transportador de GABA (GABAT) hacia la neurona presinaptica (Siegel et al., 2006).

11.4.2.4 Receptores GABAA
Los receptores GABAA son receptores ionotrépicos que forman un canal
especifico para el ion Cl-. Basicamente estan compuestos por dos subunidades a, dos 3

y dos v, formando asi heterodimeros (Uusi-Oukari y Korpi, 2010). Se ha reportado que
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el aumento en la concentracion de GABA tiene como resultado un aumento en el tiempo

que el canal permanece abierto (Siegel et al., 2006).

El canal de CI- esta modulado por varias clases de farmacos (benzodiazepinas,
barbituricos y anestésicos como etomidato y propofol) que se unen a sitios alostéricos
en el complejo del receptor. El antagonista del receptor GABAA clasico es la bicuculina,
que reduce la frecuencia y tiempo de apertura del canal de CI. Por otra parte, los
neuroesteroides actuian como moduladores fisioldgicos de la actividad cerebral,

mejorando la funcion del receptor GABAAa (Siegel et al., 2006).

11.4.2.5 Receptores GABAB

Los receptores GABAs (heterodimero) son receptores-acoplados a proteinas G.
Son miembros de los receptores del grupo lll y poseen gran similitud con los receptores
metabotropicos de glutamato. Los receptores GABAs pueden mediar la inhibicién tanto
postsinaptica como presinaptica cuando disminuye el flujo intracelular de Ca?*, y por lo
tanto disminuye la liberacidn del neurotransmisor, mediante el acoplamiento a una
variedad de sistemas efectores. Algunos receptores GABAs estan acoplados a la
activacion de ciertos canales de K*; produciendo corrientes sinapticas inhibitorias lentas.

Otros receptores GABAB pueden disminuir la conductancia de Ca?* (Siegel et al., 2006).

Se ha reportado que el agonista potente y selectivo para GABAs es el baclofeno
[acido B- (4-cloro-fenil) -y-aminobutirico], mientras que el principal antagonista del

receptor es el faclofeno.

I1.5 Circuito motor

11.5.1 Anatomia y fisiologia de los ganglios basales

Los ganglios basales son nucleos subcorticales que engloban al cuerpo estriado
(nucleo caudado y putamen), el globo palido externo e interno (GPe y GPi), la sustancia
nigra pars compacta y reticulata (SNpc y SNpr) y el nucleo subtalamico (NST) (Albin et
al, 1989; Parent y Hazarati, 1995). Estas estructuras son componentes de circuitos que

involucran porciones de la corteza cerebral, el talamo y el tallo cerebral.
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11.5.2 Via directa e indirecta

Debido a su relevancia para la comprension de los trastornos del movimiento, el
circuito motor ha recibido gran atencion. Este circuito se centra en las cortezas
somatosensoriales, motoras y premotoras, que envian proyecciones a las porciones
motoras del cuerpo estriado. Las conexiones entre el estriado y los nucleos de salida de

los ganglios basales (GPi/SNpr) se organizan en vias directas e indirectas.

El estriado recibe inervacion de todas las areas de la corteza, porlo cual se ha
postulado como un sistema integrador de la informacion, mientras que el GPiy la SNpr
sirven como estaciones de salida de los ganglios basales, que se proyectan a la parte
ventral anterior (VA) y nucleos ventrolaterales (VL) del talamo (Wichmann and Delong,
2006).

La via directa es una proyecciéon monosinaptica (GABAérgica) entre el cuerpo
estriado, GPi/SNpr, que da como resultado un aumento de disparo en las células
glutamatérgicas del talamo que llegan a la corteza y esta respuesta, estimula el
movimiento. Mientras que la via indirecta es una conexion polisinaptica (GABAérgica y
glutamatérgica) que implica neuronas intercaladas en GPe y NST lo que causa una
inhibicion en las células glutamatérgicas del talamo y por ende se inhibe el movimiento
(figura 3) (Parent and Hazrati, 1995; Siegel et al., 2006).

Pero para que el circuito motor de los ganglios basales funcione adecuadamente
necesita ser modulado por la dopamina, que tiene un efecto dual al estimular las
neuronas de la via directa (receptores D1) e inhibiendo las neuronas de la via indirecta
(receptores D2), manteniendo asi un balance entre la via que estimula el movimiento y

la via que lo inhibe (Siegel et al., 2006).
Sin embargo, en el modelo hipocinético (ej. enfermedad de Parkinson), el déficit

de dopamina determinaria una desinhibicion del GPi y SNpr en via directa y una

desinhibicién del NST en la via indirecta, dando como resultado una inhibicién del talamo
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a la corteza motora, que disminuiria su excitabilidad explicando parcialmente
fisiopatologia de la EP (Siegel et al., 2006).

=== Glutamato
=—® GABA
— Dopamina

Corteza cerebral

Estriado Talamo

\GPE Via indirecta

Via directa

Npc

NST ey SNpr

Figura 3. Circuito motor en un corte sagital de roedor. La via directa es una proyeccién monosinaptica

(GABAérgica) entre el cuerpo estriado -y GPi/SNpr, mientras que la via indirecta es una conexion

polisinaptica que implica neuronas intercaladas en GPe y NST. La dopamina actia como un

neuromodulador, para mantener un balance entre la via directa (activa el movimiento) y la via indirecta

(inhibe el movimiento). El color rojo representa proyecciones glutamatérgicas, el color verde indica

proyecciones GABAérgicas y el color azul representa proyecciones dopaminérgicas. Abreviaciones, globo

palido externo (GPe), nucleo subtalamico (NST), sustancia nigra pars reticulata (SNpr), sustancia nigra

pars compacta (SNpc).
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IIl. FUNDAMENTACION TEORICA

Debido a que existen sistemas de neurotransmision como son los sistemas
GABAérgico y glutamatérgico que son modulados por el sistema dopaminérgico, es de
suma importancia estudiar si la exposicion cronica al herbicida atrazina altera al sistema
GABAérgico y glutamatérgico de manera paralela al sistema dopaminérgico. Por lo tanto,
es importante evaluar si la exposicion crénica al herbicida ATR provoca alteraciones
cuantificables a través del empleo de una bateria de pruebas conductuales y si esto se
correlaciona con la liberacién de GABA y glutamato en el estriado (estructura blanco de

la via dopaminérgica nigroestriatal).

IV. HIPOTESIS

La exposicidon crénica a bajas dosis del herbicida atrazina causara alteraciones
en los sistemas de neurotransmision GABAérgico y glutamatérgico, mismas que se

asociaran con alteraciones conductuales de la rata de la cepa Sprague-Dawley.

V. OBJETIVOS
V.1 Objetivo General

Evaluar los efectos neurotdxicos de la exposicidn cronica a bajas dosis del

herbicida atrazina en la via nigroestriatal de la rata macho Sprague-Dawley.

V.2 Objetivos Especificos
1. Evaluar los efectos de la exposicion a ATR en ratas macho de la cepa

Sprague-Dawley en conductas motoras espontaneas.
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2. Evaluar los efectos de la exposicion cronica a bajas dosis de ATR sobre la
liberacion de GABA y glutamato en el blanco de la via nigroestriatal de la rata de la cepa

Sprague-Dawley.

VI. MATERIALES Y METODOS

V1.1 Tipo de investigaciéon

El presente estudio es un estudio experimental longitudinal.

V1.2 Poblacién

Se utilizaron 30 ratas macho de la cepa Sprague-Dawley de 21 dias de edad
postnatal, adquiridas de la empresa Envigo RMS, SA de CV. Las ratas fueron alojadas
individualmente en una caja de policarbonato, se mantuvieron en condiciones
controladas 23 £ 1 °C y se habituaron a un ciclo luz/oscuridad invertido (12 h/12 h). Los
animales se asignaron aleatoriamente en tres grupos: control, 1 6 10 mg ATR/kg de peso
corporal. Una vez que alcanzaron los 300g se les mantuvo en este peso mediante
restriccion alimenticia y tuvieron libre acceso al agua durante los 12 meses de exposicion.
La ATR se obtuvo de Chem Service (West Chester, PA, USA) y fue administrada en

croquetas de comida. El peso corporal se registr6 semanalmente.

V1.3 Muestra y tipo de muestra

Se realizd6 un muestreo probabilistico, el tipo de muestra pertenecié a un
muestreo aleatorio simple.
VL.3.1 Criterios de seleccion

Ratas sanas macho de la cepa Sprague-Dawley de 21 dias de edad postnatal
obtenidas de la empresa Envigo RMS, SA de CV.
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VI1.3.2 Variables estudiadas

Se realiz6 un registro mensual de actividad locomotora espontanea, a lo largo de
los 12 meses de exposicion, cada registro tuvo una duracion de 25 horas. En esta prueba
motora los parametros evaluados fueron: actividad horizontal, actividad vertical y numero

de estereotipias.

Posterior a los doce meses de exposicion a ATR se realizaron pruebas como
barra de equilibrio, coordinacion motora y laberinto elevado en cruz. A los 13 meses de
exposicion, los animales fueron sometidos a una microcirugia para realizar la técnica de
microdialisis y obtener dializados de la liberacién de glutamato y GABA, en estriado y

SNpr respectivamente, seguido de un analisis a través de cromatografia liquida.

Consecutivamente se realizé el sacrifico de los animales y la extraccion del
cerebro para realizar cortes histologicos y asi verificar que la microdialisis se haya llevado

a cabo en la region de interés.

Grupo control

30 ratas macho Analisis de
Sprague-Dawley Grupos tratados datos
1 mgATR/Kg o6 10 mgATR/Kg

ves [ N N I I I o e

Histologia

*Sacrificio
*Extraccion

Bar_rl_abd_e de cerebro
Actividad locomotora equilibrio

Microdialisis

Coordinacién
motora

HPLC-DF

Laberinto
elevado en cruz

Registro de peso corporal

Figura 4. Variables estudiadas durante la exposicion de doce meses a ATR.
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VI1.4 Técnicas e instrumentos

VI.4.1 Actividad locomotora espontanea

La actividad locomotora espontanea, es una prueba a la que frecuentemente se
recurre en los estudios neurotoxicoldégicos ya que proporciona una referencia in vivo
sobre el estado general del organismo durante el periodo de exposicion a sustancias
toxicas.

Esta prueba se bas6 en la metodologia descrita por Bardullas et al (2011; 2013)
la cual se registrd utilizando un sistema automatizado que consiste en cajas de acrilico
transparente (40x40x30 cm) [VersaMax Animal Activity Monitors, AccuScan Instruments,
Inc. (Columbus, Ohio, U.S.A)], rodeadas por sensores infrarrojos en los ejes verticales y
horizontales los cuales son los encargados de detectar los movimientos del animal. Estos
datos fueron recolectados en un sistema computarizado clasificado en distintas variables
(software Fusion 4.8n VersaMax Edition). El registro tuvo una duracién de 25 horas.

Durante el experimento los animales tuvieron libre acceso al alimento y agua.

Las variables analizadas en este estudio son las siguientes:

Actividad horizontal (AH): Se define como el numero total de interrupciones en
el sensor horizontal en un tiempo de muestreo determinado.

Actividad vertical (AV): Se define como la acumulacion de interrupciones del
sensor vertical.

Numero de estereotipias (NE): Se define como el niumero de veces que el
sistema registra comportamiento estereotipado en el animal. Un espacio de un segundo
O mas se requiere para separar un episodio estereotipado del siguiente. El
comportamiento estereotipado, se define como movimientos repetitivos sin un fin

aparente.

VI.4.2 Barra de equilibrio

La barra de equilibro es una prueba que permite la cuantificacion del déficit motor
a través del analisis del tiempo que tarda el roedor en alcanzar la plataforma de escape
(tiempo de latencia) y del analisis del numero total de errores cometidos durante la

ejecucion (Curzon et al., 2009).
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El aparato consiste en una barra de madera con superficie plana (1.70 m de
largox7 cm de anchox2 cm de grosor) tanto para el entrenamiento como para la prueba,

fue colocada a una altura de 75 cm con respecto al piso.

La prueba se realizd6 en condiciones de silencio absoluto y con luz roja. Se
colocd una caja negra en un extremo de la barra, la cual fungié como plataforma de
escape de las ratas. La barra se dividié en 4 distancias diferente: 20, 80, 120 y 150 cm
de distancia con respecto a la plataforma de escape. Se grabd la sesion con una camara
de video para el posterior analisis de los errores que cometen las ratas con las patas
traseras. Un error lo definimos como un fallo que presenta la rata al agarrarse de la barra

con cualquiera de sus extremidades (Curzon et al., 2008).

Esta prueba se llevo a cabo durante tres dias consecutivos: uno de
entrenamiento y dos de prueba. En el dia de entrenamiento se obligé a la rata a caminar
sobre la barra (2 cm) y se colocoé a la rata en los diferentes puntos: 20, 40, 120 y 150 cm
de distancia con respecto a la plataforma de escape y se registro el tiempo de latencia

en las diferentes distancias.

Los siguientes dos dias se realiz6 la prueba con la barra de madera, en estos
dias solo se colocd a la rata en dos puntos diferentes 20 y 150 cm de distancia con
respecto a la plataforma de escape, se registré el tiempo de latencia y se realizé una
videograbacion para registrar el numero de errores que cometié la rata al recorrer la
barra. Las grabaciones de video se utilizaron para el analisis del numero de errores

cometidos.

V1.4.3 Coordinacion motora

La coordinacién motora es una prueba que nos ayuda a evaluar la coordinacion
y el equilibrio de nuestras ratas debido a que esta tarea implica procesos cognitivos
complejos que involucran la interaccion de diversas estructuras cerebrales como el

cerebelo, ganglios basales, corteza, tdlamo, entre otras. Por lo que alteraciones sutiles
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en dichas estructuras, producto del insulto por sustancias toxicas que pueden

manifestarse en acciones motoras descoordinadas o deficientes.

La prueba se realizé basandonos en la metodologia descrita por Bardullas et al.
(2011) utilizando el aparato IITC 755 ROTO-ROD (San Diego, CA, U.S.A), el cual posee
una estructura metalica con 5 cilindros internos de 3.75"" de diametro que son movidos
por un motor; el cilindro fue forrado con una superficie rugosa, lo que permitié al animal
sujetarse al cilindro. El aparato proporciona el tiempo de latencia (tiempo en el cual el

animal tarda en caer), asi como la velocidad del cilindro en revoluciones por minuto (rpm).

Los animales fueron habituados al aparato, colocandolos en el cilindro, sin
movimiento durante dos minutos por un dia. Seguido a la habituacion los animales se
entrenaron dos veces al dia durante tres dias, utilizando una aceleracién de 4-20 rpm
durante 60 segundos, hasta lograr que los animales fueran capaces de permanecer en
el cilindro por lo menos una ocasion; los animales que no cumplieron con este criterio

fueron descartados de esta tarea.

Después de la fase de entrenamiento, el animal recibié una sesion diaria durante
7 dias consecutivos. El rotorod se programé para acelerar de 10 a 45 rpm en 180
segundos, el tiempo total de la evaluacion fue de 240 segundos. Se registro el tiempo de

latencia y las rpm alcanzadas por animal cuando cae del cilindro giratorio.

IV.4.4 Laberinto elevado en cruz
La prueba de laberinto elevado en cruz fue disefiada para proporcionar medidas
de ansiedad, ya que se basa en la decision de la rata por permanecer en un area “segura”

y evitar la exploracion de areas abiertas.

El aparato estuvo elevado 50 cm con respecto al piso, y consta de dos brazos
cerrados y dos brazos abiertos. Este protocolo consistié en colocar a la rata en el centro
del aparato y dejarla ahi durante cinco minutos, la sesidn se videograbo para su posterior

analisis. Se registrd el tiempo que el roedor permanece en cada brazo. Esta prueba se
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realizd unicamente un dia y fue una sesion por cada animal, se realizd en silencio

absoluto y con luz roja.

VI1.4.5 Determinacion de los niveles de glutamato y GABA en microdializados

Para conocer los efectos de la exposicion créonica a ATR sobre la liberacién de
glutamato y GABA en estriado (STR) y SNpr respectivamente, se empled la técnica de
microdialisis para la coleccion de muestras y el posterior analisis por HPLC acoplada a

un detector de fluorescencia para la determinaciéon de GABA y glutamato.

Para llevar a cabo este experimento, los animales fueron anestesiados con
isoflurano (PiSA, Ciudad de México), la presion del aire comprimido fue mantenida a 70
psi, el fluxbmetro en 3 y el vaporizador en 1.8 — 2 L/min durante todo el experimento. Los

animales se mantuvieron sobre una placa térmica para regular su temperatura a 37°C.

Posteriormente, fueron colocados en un estereotaxico (KOPF, Tujunga, CA,
USA) vy la piel y el musculo fueron removidos para identificar Bregma (punto de referencia
craneal localizado rostralmente en la insercion de las fisuras craneales coronal y sagital).
Las coordenadas para el estriado (AP: #1.6 mm, ML: +2.5 mm, DV: - 6 mm) y la sustancia
nigra pars reticulata (AP: - 5.8 mm, ML: +2.4 mm, DV: -7.8 mm) fueron establecidas

utilizando el atlas de Paxinos y Watson (2007).

Ambas regiones fueron microdializadas simultaneamente. Se utilizaron sondas
(CMA/11, CMA/Microdialysis, Solna, Stockholm, Sweden) de acero inoxidable con un
didmetro de 0.40 mm, un largo de 14 mm y con un volumen interno de 1 yL. La membrana
de cuprofano, permitio el paso de moléculas de hasta 6 000 daltones y poseia un
diametro de 0.24 mm y de largo 1 mm para el caso de SNpry de 2 mm para el caso de
estriado. Se utilizé6 solucion Ringer (147 mM NaCl, 4 mM KCI, 1.2 mM CaClz, 1 mM
MgCl2) y el flujo se mantuvo a 2.5 pL/min.

Una vez introducida la sonda, se dej6 una hora para su estabilizacion.

Posteriormente, se colectaron 9 muestras, en intervalos de 20 min cada una. Todas las
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muestras fueron colectadas en viales que contenian 5 uL de acido perclorico 0.1 N. Las
primeras tres muestras fueron consideradas como linea basal. Terminando la colecta del
tercer dializado, se dializé con solucién Ringer alto potasio (91 mM NaCl, 60 mM KClI, 1.2
mM CaClz, 1 mM MgCl2) y se colectaron 3 muestras. Posteriormente, se regresé a la

solucién Ringer y se colectaron 3 muestras mas (figura 5).

Al finalizar, los animales se sacrificaron por decapitacion y el cerebro se fij6 en
paraformaldehido al 4% y posteriormente fue crioprotegido en sacarosa al 30%. Una vez
fijados, los cerebros fueron congelados y cortados en microtomo (Leica SM 200R,
Wetzlar, Hesse, Alemania) para analisis histologico para verificar la lesion. Los dializados
fueron analizados por cromatografia liquida de alta resolucién acoplado a un detector de
fluorescencia (HPLC- DF).

Sonda 20 min

| | | | Sacrificio

Extraccion

de cerebro
l A A } Paraformaldehido 4%

Y \lf Y Sacarosa 30%
Estabilizacion Liberacion basal Estimulacion
Ringer normal Ringer normal Ringer alto potasio
60 min 60 min 60 min

Figura 5. Protocolo de recoleccion de microdializados en estriado y sustancia nigra pars reticulata.

VI1.4.6 Cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a un detector de
fluorescencia

La determinacion de los niveles de liberacién de los aminoacidos (glutamato y
GABA\) se realiz6 en un equipo de cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a un

detector de fluorescencia, el cual consta, de una bomba (Perkin-Elmer serie 200,
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Walthman, MA, USA) acoplada a una columna OPA-HS (5 um de tamano de particula,
longitud 100 mm x 4.6 mm, Grace Davison Discovery Sciences, Deerfield, IL, USA) y un
detector de fluorescencia (Perkin-Elmer Flexar FL Detector) a una longitud de onda de

excitacion de 340 nm y de emision de 445 nm.

Para el procedimiento de derivatizacion previo a la columna se agregaron 40 Ul
de muestra con 17.3 ul del reactivo de ortoftaldehido (OPA) (13.5 mg de OPA, 2.5 uL de
B-mercaptoetanol, 4.5 mL buffer de tetraboratos 0.1M, pH 9.3 y 500 uL de metanol). Las
fases moviles consistieron en 50 mM de acetato sodico [1.5% v/v de tetrahidrofurano,
pH=5.9 (solucién A)]. Mientras que la elucion de los OPA-aminoacidos se realiz6 a través

de un gradiente de metanol al 100% (solucion B).

Los resultados obtenidos fueron analizados en el programa Total Chrom
Navigator version 6.3.1.0504. La concentracion de los aminoacidos fue cuantificada a
partir de curvas de calibracion de 0.78 a 200 ng/mL para glutamato y de 0.048 a 50 ng/mL
para GABA. Los resultados de la concentracion de aminoacidos en los microdializados

se expresaron en ng/mL.

VL.5 Procedimientos

V1.5.1 Analisis estadistico

El analisis estadistico de los valores obtenidos para la actividad locomotora
espontanea, coordinacion motora y la liberacién de glutamato y GABA se realiz6 a través,
de andlisis de varianza (ANDEVA) de medidas repetidas, posteriormente un analisis de
varianza de-una via y un analisis post hoc Fisher’s PLSD que revel6 el efecto significativo

entre grupos.
Para los valores obtenidos en la barra de equilibrio y en el laberinto elevado en

cruz, se realizé un ANDEVA de una via seguido de un analisis post hoc Fisher’'s PLSD

que revelo las diferencias estadisticas entre grupos.
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VIL.5.2 Consideraciones éticas

Todos los procedimientos experimentales llevados a cabo, siguieron las
regulaciones establecidas por “El reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud” de la Secretaria de Salud (vigente a partir del 01/07/1984) y
la Norma Oficial Mexicana de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion NOM-062-Z00-1999 “Especificaciones técnicas para la

produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio (vigente desde 28/08/2001).
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VII. RESULTADOS

VIl.1 Actividad locomotora

VII.1.1 Efecto de la exposicidn crdonica a atrazina sobre la exploracion en el registro

de actividad locomotora

Para evaluar el proceso de exploracion de la actividad locomotora espontanea,
se analizé la primera hora de registro utilizando los parametros de actividad horizontal
(A), actividad vertical (B) y estereotipias (C). EI ANDEVA de medidas repetidas revelo
durante la primera hora de registro a lo largo de los doce meses de exposicion a ATR,
efectos significativos en el tiempo de registro [F (11, 275) = 42.06, p < 0.0001], [F (11,
275) = 2.54, p = 0.0046] y [F (11, 275) = 22.50, p < 0.0001]. Sin embargo, no mostrd
diferencias entre los grupos, [F (2, 25) = 0.37, p = 0.70], [F (2, 25) = 0.24, p=0.79] y [F
(2, 25) = 1.27, p = 0.30]. Ni de interaccion entre factores (grupo X tiempo) [F (22,275) =
0.58, p=0.94], [F (2, 275) = 0.51, p = 0.97] y [F (22, 275) = 0.60, p = 0.92] (figura 6).

i6 ivi i Exploracion estereotipias
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Figura 6. Registro de la hora de exploracion. La primera hora de la actividad locomotora espontanea,
corresponde a la hora de exploracion en animales control y expuestos a 1 6 10 mg ATR/kg de peso
corporal, evaluados durante doce meses de exposicion. A) actividad horizontal, B) actividad vertical y C)

estereotipias, cada punto de la grafica representa la media del grupo £ EEM (n =9 - 10).
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VII.1.2 Efecto de la exposicion crénica a la atrazina durante la fase de oscuridad,

sobre la actividad locomotora espontanea

Para evaluar los efectos de la exposicion cronica a ATR durante la fase de
oscuridad en la actividad locomotora espontanea, se analizaron las doce horas que
pertenecen a dicha fase, utilizando los parametros de actividad horizontal (A), actividad
vertical (B) y estereotipias (C). EI ANDEVA de medidas repetidas mostré efecto de
interaccién entre factores (grupo X tiempo) en el parametro de actividad vertical (Figura
7B) [F (10,120) = 1.94, p = 0.046], posteriormente un ANDEVA de una via seguido de un
analisis post hoc Fisher’s PLSD revel6 que este efecto se presentd en el mes cuatro [F
(2,24) = 3.82, p = 0.026] y en el mes doce de exposicion [F (2,24) =4.12, p = 0.029]. Sin
embargo, no se presentaron efectos significativos de grupo [F (2,24) = 0.76, p = 0.48] ni
de tiempo de registro [F (5,120) = 0.88, p = 0.50]. Mientras que en actividad horizontal
(figura 7A) y en estereotipias (figura 7C), no se presento efecto de interaccion de factores
(grupo X tiempo) [F (10, 125) = 0.75 p = 0.68] y [F (10,125 = 0.83, p = 0.61]. Ni de grupo
[F (2, 25) = 0.30 p = 0.74], [F (2,25 = 1.08, p = 0.35], sin embargo, mostr6 efecto
significativo en el tiempo de registro de ambos [F (5, 125) = 8.93 p < 0.0001] y [F (5,125
= 23.54, p < 0.0001].
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Figura 7. Registro de la actividad locomotora espontanea durante la fase de oscuridad. Fase de oscuridad
en animales control y expuestos a 1 6 10 mg ATR/kg de peso corporal, evaluados durante los doce meses
de exposicion. A) actividad horizontal, B) actividad vertical y C) estereotipias, cada punto de la grafica
representa la media del grupo + EEM. * Denota diferencias con respecto al grupo control, p< 0.05 (n =9 -
10).
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VII.1.3 Efecto de la exposicidon crénica a la atrazina sobre la actividad locomotora

espontanea durante 24 horas a lo largo de 12 meses

Para evaluar los efectos de la exposicion crénica a ATR durante las 24 horas a
lo largo de los doce meses se evaluaron los parametros de actividad horizontal (A),
actividad vertical (B) y estereotipias (C). El ANDEVA de medidas repetidas mostré efecto
de interaccion entre factores (grupo X tiempo) en el parametro de actividad vertical
(Figura 8B) [F (20, 230) = 1.69, p = 0.036] , posteriormente un analisis de ANDEVA de
una via, seguido de una analisis post hoc Fisher's LDS revel6 que este efecto se observo
al mes cuatro [F (2,23) = 4.85, p = 0.018] y al mes doce [F (2,23) =4.84, p = 0.018] de
exposicion. Sin embargo, no se observaron efectos de grupo [F (2,23) = 3.21, p = 0.73]
ni de tiempo de registro [F (10, 230) = 0.64, p = 0.78]. Mientras que en actividad horizontal
(figura 8A) y en estereotipias (figura 8C) no se present6 efecto de interaccion entre
factores (grupo X tiempo) [F (20, 250) = 0.6, p = 0.91], [F (20, 250) = 0.55, p = 0.94]. Ni
efecto de grupo [F (2,25) = 0.64, p = 0.54], [F (2, 25) = 1.57, p = 0.23]. Sin embargo, si
se observo efecto significativo de tiempo de registro [F (10, 250) = 20.28, p < 0.0001], [F
(10, 250) = 91.53, p < 0.0001].
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Figura 8. Registro de la actividad locomotora espontanea durante 24 horas. Registro de 24 horas en
animales control y expuestos a 1 6 10 mg ATR/kg de peso corporal, evaluados durante los doce meses de
exposicion. A) actividad horizontal, B) actividad vertical y C) estereotipias, cada punto de la grafica
representa la media del grupo £+ EEM. * Denota diferencias con respecto al grupo control, p< 0.05 (n =9 -
10).
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VII.1.4 Efecto de la exposicidon crénica a la atrazina sobre la actividad locomotora

espontanea durante 24 horas

Con la finalidad de conocer el efecto de la exposicidon crénica a ATR en el mes
doce se evaluaron las veinticuatro horas de la variable actividad vertical y se observé un
efecto significativo de grupo [F (2,23) = 4.56, p = 0.022], y de interaccién entre factores
(grupo x tiempo) [F (14,161) = 2.29, p = 0.007]. Asimismo, se observo efecto significativo
de tiempo de registro [F (7,161) = 14.45, p < 0.0001] Lo que nos indica que los animales

del grupo 10 mg ATR/kg de peso corporal presentan mayor actividad, tanto en la fase
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Figura 9. Actividad vertical registrada durante 24 horas del mes doce. Se registr6 la actividad vertical en
animales control y expuestos a 1 6 10 mg ATR/kg. Los datos se muestran en bloques de tres horas, los
cuatro primeros corresponden a la fase de luz, y los siguientes cuatro corresponden a la fase de oscuridad.
Cada punto de la grafica representa la media del grupo + EEM. * Denota diferencias del grupo de 10 mg

ATR/ kg de peso corporal con respecto al grupo control, p < 0.05 (n=8-9).
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VIl.2 Barra de equilibrio

Para evaluar dafios a nivel del sistema nigroestriatal se analizé el tiempo de
latencia (figura 10A) y el numero de errores cometidos (figura 10B) durante el recorrido
a la plataforma de escape, en la barra de madera de 2 cm, de las ratas control y
expuestas a 1 6 10 mg ATR/ kg de peso corporal. EIl ANDEVA de una via no revelo efecto
significativo de tiempo [F (2, 24) = 2.57, p = 0.098], tampoco se observo efecto

significativo en el conteo de numero de errores [F (2, 24) = 4.16, p = 0.455].
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Figura 10. Prueba barra de equilibrio evaluada a los doce meses de exposicion. El equilibrio se evalué en
ratas control y expuestas a 1 6 10 mg ATR/ kg de peso corporal. A) Tiempo de latencia en llegar a la
plataforma de escape y B) numero de errores cometidos. Cada punto de la grafica representa la media del
grupo £ EEM. ~ Denota una tendencia a ser diferente el grupo de 10 mg ATR/ kg de peso corporal con

respecto al grupo control, p = 0.098 (n =7 - 10).
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VII.3 Coordinacién motora

Para evaluar la coordinacion motora de las ratas se analizaron las siete sesiones
durante las cuales se llevo a cabo la prueba. EI ANDEVA de medidas repetidas revel6
efecto significativo de tiempo de registro [F (6, 144) = 6.20, p < 0.0001] y de interaccion
entre factores [F (12, 144) = 2.53, p= 0.0047] durante las 7 sesiones de registro de la
coordinaciéon motora. Sin embargo, no se mostré efecto de tratamiento [F (2, 24) = 0.17,
p = 0.85] (figura 11).
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Figura 11. Coordinacién motora registrada en el mes doce. La coordinacion motora se registré durante
siete sesiones, en el mes 12 de exposicion a ATR, en animales control y expuestos a 1 6 10 mg ATR/kg.

Cada punto de la grafica representa la media del grupo + EEM (n = 8 - 10).
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VIl.4 Laberinto elevado en cruz

Para evaluar la ansiedad de las ratas se analizé el tiempo de permanencia en
los brazos abiertos y cerrados del laberinto elevado en cruz. El ANDEVA de una via
revel6 efectos de tratamiento [F (2,24) = 5.55, p = 0.011] en los brazos abiertos. El
analisis post hoc Fisher’s PLSD revel6 que las ratas expuestas a 10 mg ATR/kg de peso
corporal mostraron una disminucién en el tiempo de permanencia en el brazo abierto.
Sin embargo, posterior al ANDEVA de una via, los brazos cerrados mostraron una
tendencia [F (2,24) = 2.95, p = 0.07] del grupo expuesto a 10 mg ATR/kg a permanecer
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Figura 12: Laberinto elevado en cruz registrado al mes trece de exposicion a ATR. Cada barra de la grafica
representa la media del grupo + EEM. * Denota diferencias del grupo de 10 mg ATR/kg de peso corporal
con respecto al grupo control, p < 0.05 y ~ denota una tendencia a ser diferente el grupo de 10 mg ATR/kg

de peso corporal con respecto al grupo control, p = 0.07.
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VIL.5 Liberacion estriatal de glutamato

Para evaluar el efecto de la exposicion a ATR sobre la liberacion estriatal de
glutamato, se evaluaron los niveles extracelulares de glutamato. El ANDEVA de medidas
repetidas revel6 que existe efecto significativo de grupo [F (2, 15) =4.58, p = 0.028] y de
tiempo de registro [F (1, 15) = 10.53, p = 0.0054]. Posterior a esto se realiz6 un ANDEVA
de una via, seguido de un analisis post hoc Fisher’'s PLSD, y mostr6 que las ratas
expuestas a 10 mg ATR/kg de peso corporal presentaron mayor liberacién de glutamato
durante la liberacion basal [F (2, 15) = 3.80, p = 0.046] y la liberacién estimulada por alto
potasio [F (2, 15) = 4.58, p = 0.028].
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Figura 13. Liberacion estriatal de glutamato. A) Corte transversal de cerebro de rata Sprague-Dawley, a
nivel de STR, obtenido con microtomo y tefiido con cresil violeta. Microfotografia representativa del dafio
realizado por la insercion de la sonda de microdialisis. B) Concentracion de glutamato en liberacién basal
y estimulada con alto potasio. Cada punto de la gréafica representa la media del grupo + EEM. * Denota
diferencias del grupo de 10 mg ATR/ kg de peso corporal con respecto al grupo control, p < 0.05. # Denota
diferencias entre la liberacion estimulada con alto potasio y la liberacion basal del grupo control, p < 0.05
(n=4-7).
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VII.6 Liberacion de GABA en la sustancia nigra pars reticulata

Para evaluar el efecto de la exposicion a ATR sobre la liberacién de GABA en la
sustancia nigra pars reticulata, se evaluaron los niveles extracelulares de GABA. El
analisis de medidas repetidas mostro que no existe efecto significativo de grupo [F (2,
15) = 0.205, p = 0.82], tampoco de tiempo [F (1, 15) = 2.91, p = 0.11] ni de interaccién
entre factores (grupo X tiempo) [F (1, 15) = 0.208, p = 0.81].
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Figura 14. Liberacion de GABA en sustancia nigra pars reticulata (SNpr). A) Corte transversal de cerebro
de rata Sprague-Dawley, a nivel de SNpr, tefiido con cresil violeta. Microfotografia representativa del dafio
realizado por la insercion de la sonda de microdialisis. B) Concentracion de GABA en liberacion basal y

estimulada con alto potasio. Cada punto de la grafica representa la media del grupo + EEM (n =4 - 7).
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VIIl. DISCUSION

Es muy importante resaltar que, aunque la ATR fue disefiada para eliminar y
controlar malas hierbas de hoja ancha, se ha demostrado que este compuesto también
afecta a roedores, afectando principalmente al sistema dopaminérgico (Coban y Filipov
2007; Bardullas et al., 2011, 2013; Lin et al., 2013; Rodriguez et al., 2013). Sin embrago,
en humanos, la exposicién a ATR no ha sido asociada con la presencia de la enfermedad
de Parkinson, pero existe evidencia de que el uso constante de otros plaguicidas como
maneb, paraquat y rotenona se han relacionado con una alta incidencia en la presencia
de la enfermedad de Parkinson (Cicchetti et al., 2009). No obstante, es importante
mencionar que el mecanismo por el cual la ATR ingresa al cerebro es un mecanismo aun
desconocido. A pesar de ello, existe un estudio (Dooley et al., 2006) que monitoreo la
exposicion a ATR, a través de la formacion de uniones covalentes (aductos) de ATR con
la hemoglobina y reportaron que la formacion de aductos fue dependiente a la dosis de

exposicion.

VIIl.1 Actividad locomotora espontanea

En el presente estudio se evaluo la actividad locomotora espontanea, que esta
relacionada con la regulacién a ‘través de la via nigroestriatal para que funcione
adecuadamente y pudo verse comprometida posterior a la exposicion a ATR como
estudios anteriores de nuestro grupo lo han mostrado (Bardullas et al., 2011, 2013;
Rodriguez et al., 2013, Marquez-Ramos et al., 2017). La actividad locomotora es un
paradigma conductual al que se recurre en los estudios neurotoxicologicos. Los
parametros evaluados fueron actividad horizontal, actividad vertical y el numero de
estereotipias, se decidi6 evaluar el comportamiento estereotipado ya que esta,
relacionado principalmente con un exceso de actividad dopaminérgica en los ganglios
basales (Ridley, 1994).

El presente estudio mostroé que la exposicion a 10 mg ATR/kg de peso corporal
causo alteraciones motoras, presentando hiperactividad, tanto en el mes 4 como en el
mes 12 de la exposicion. Por tal motivo nuestro estudio concuerda con resultados previos

de la literatura (Bardullas et al., 2011) que mostraron que la exposiciéon a ATR causa
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hiperactividad en el mes 12 de tratamiento. Adicionalmente Bardullas et al. (2011)
también reportd que al mes ocho de exposicion a ATR causa hipoactividad en el grupo
expuesto a 10 mg ATR/kg de peso corporal. Estos efectos oscilantes en la actividad
locomotora espontanea, posterior a la administracién de 1 o 10 mg ATR/kg de peso
corporal se pueden atribuir a la biologia misma de cada animal, que, a pesar de la
exposicion prolongada a este herbicida las ratas tienden a mantener cierta estabilidad de
las condiciones internas; esto es posible gracias a los multiples ajustes dinamicos del
equilibrio y a los mecanismos de autorregulacion, que se presentan en todos los seres

Vivos.

VIIl.2 Barra de equilibrio

En el presente estudio evaluamos cambios sutiles en los roedores, producto de
la exposicion crénica a ATR durante 12 meses, utilizando una barra de equilibrio. Y se
observd que a los doce meses de tratamiento con ATR, las ratas no presentan ningun
cambio. Aunque existe una tendencia en el grupo tratado con 10 mg ATR/kg, a aumentar
el tiempo en recorrer la barra de madera y llegar a la plataforma de escape, con respecto
al grupo control. Esta tendencia podria indicarnos, que debemos aumentar la n de

nuestros grupos para que él efecto pueda ser visible.

En esta prueba evaluamos el tiempo de latencia y el numero de errores
cometidos en el trayecto de la barra de madera (Curzon et al. 2009) segun lo reportado
en la literatura; para conocer si existen alteraciones a nivel de sistema nigroestriatal. Un
estudio previo realizado por Quinn et al. (2007) posterior a la administracion de 30 mg/kg
de MPTP (neurotoxina del sistema nigroestriatal), en ratones macho de la cepa
C56BL/6J, reportdé un mayor numero de errores cometidos en la barra de madera. Por tal
motivo el hecho de que no se hayan encontrado cambios sutiles en el presente estudio,
no indica que no haya cambios mas gruesos. Para evaluar estos cambios mas gruesos

evaluo la coordinacién motora.
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VIIl.3 Coordinacién motora

En este trabajo se evalué la coordinacion motora de los animales expuestos a
ATR en el mes 12 de tratamiento y no observamos ningun efecto significativo de
tratamiento. Estos resultados son contrarios a lo reportado en la literatura por Bardullas
et al. (2011), quien posterior a una administracion oral de ATR durante doce meses,
reporta que las ratas tratadas con 10 mg ATR/kg de peso corporal, presentan
hipoactividad en esta tarea. Es importante resaltar que las diferencias de resultados entre
ambos estudios pueden deberse a la temporalidad en la que se realizé la prueba,
Bardullas et al. (2011) evalu6 dicha tarea al mes 10 de exposicion y en la presente

investigacion la prueba fue evaluada al mes 12 de exposicion.

Asi mismo es importante tener en cuenta el origen de los animales, ya que las
variables de manejo, temperatura e instalaciones influyen mucho en el comportamiento
de los roedores. Los animales utilizados en el presente estudio se obtuvieron de la
empresa Envigo RMS, SA de CV. Mientras que los animales utilizados por Bardullas et
al. (2011) fueron obtenidos del Bioterio del Instituto de Neurobiologia, UNAM.

Otra observacion en nuestro estudio, que cabe mencionarse, es el
comportamiento del grupo control. Con los resultados adquiridos podemos inferir que
dicho grupo, no present6 una curva de aprendizaje, como era de esperarse y que Si
sucedié en un estudio previo (Bardullas et al., 2011). Lo que nos hace a sospechar que
la prueba generé mucho estrés a los animales del presente estudio, motivo por el cual
los roedores generaron una estrategia para bajarse del rodillo giratorio, lo que impidi6 la

evaluacion de su desempefio en dicha tarea.

VIil.4 Laberinto elevado en cruz

Otro hallazgo importante en el presente trabajo revel6, que los animales
expuestos a 10 mg ATR/kg de peso corporal, evaluados a los trece meses de exposicion,
presentaron mayor grado de ansiedad con respecto a los animales del grupo control.
Con los resultados obtenidos pudimos observar que los animales tratados con 10 mg

ATR/kg, permanecen menor tiempo en areas peligrosas (brazos abiertos) y tienden a
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permanecer mayor tiempo en los lugares seguros (brazos cerrados). Con respecto al
grupo control se observd que presentan menor grado de ansiedad, debido a que este
grupo tiende a explorar mas tiempo areas abiertas y peligrosas, debido a que permanece

mayor tiempo en los brazos abiertos.

Varias regiones del cerebro y diferentes neurotransmisores estan involucrados
en el desarrollo de la ansiedad (Canteras et al., 2010), entre ellos el neurotransmisor mas
importante involucrado es la dopamina, que juega un papel muy importante en
respuestas conductuales a los estimulos ambientales naturalmente ansiogénicos, que
desempenan un papel importante en la ansiedad y el miedo (Kienast et al., 2008; De la
Mora et al., 2010; Diaz et al., 2011). Se ha reportado que el agotamiento de dopamina
seria el inductor de ansiedad y comportamientos similares a la depresion (Bonomaully et
al., 2014; Eskow et al., 2012).

La asociacion del agotamiento de DA con la generacion de ansiedad y miedo se
ve apoyada por lo reportado en la literatura. Bardullas et al. (2011) reporté que posterior
a una administracién de 10 mg ATR/kg de peso corporal, durante doce meses, disminuye
la concentracién de DA estriatal, por tal motivo podemos apostar que la disminucion de
DA estriatal estaria generando ansiedad en los animales. Sin embargo, en dicho estudio
no se evaluo los niveles de ansiedad, no obstante, en el presente estudio se observé que
animales expuestos a 10 mg ATR/kg de peso corporal durante 13 meses presentan
mayor grado de ansiedad con respecto al grupo control, pero no se midi6 la
concentracion de DA en el estriado, pero se puede inferir que disminuye la concentracién
de DA porque se utiliza el mismo protocolo de exposicion a ATR que el reportado por
Bardullas et-al. (2011). Por tal motivo los resultados de ambos estudios estarian
apoyando lo reportado por Bonomaully et al. (2014) quien reporté que el agotamiento de

DA estaria generando ansiedad en los roedores.

Adicionalmente Rodriguez et al. (2017), reportd que posterior a una
administracion unica de 100 mg ATR/kg de peso corporal aumenta la expresion de

células positivas a c-Fos en la amigdala. Previamente se ha documentado que la
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amigdala se relaciona con la ansiedad, debido a que esta estructura cerebral regula las
reacciones de alarma involucradas en el miedo y la ansiedad. Por lo tanto, este estudio

también apoya al aumento de ansiedad de animales expuestos a ATR.

VIIL.5 Liberacion estriatal de glutamato
Los resultados del experimento de microdialisis muestran que la administracion
cronica a 10 mg ATR/kg de peso corporal, aumenta los niveles estriatales de glutamato

extracelular y la liberacion inducida con alto potasio.

Proponemos que 1) la ATR podria aumentar la sintesis de glutamato a través de
un aumento en el ingreso de glutamina a la neurona presinaptica que a su vez
aumentaria la actividad de la enzima glutaminasa, 2) la ATR podria modificar la velocidad
de vesiculacién o bien podria modificar la movilizacion de las vesiculas que contienen el
glutamato hacia la membrana extracelular, generando un aumento de glutamato en el
espacio extracelular, 3) la ATR podria disminuir la recaptura del glutamato, a travées de
una baja actividad del transportador de aminoacidos excitatorios. Este ultimo punto se ve
soportado por el estudio realizado por Chung et al. (2008) quienes reportan que después
de la administracién unilateral de 6-hidroxidopamina en un modelo animal, se reduce
significativamente la proteina de los transportadores de aminoacidos excitatorios tipo 1
y 2 (EAAT1 y EAAT2) en el estriado lesionado; indicando que la disminucion de estos

transportadores puede afectar la homeostasis de neurotransmision glutamatérgica.

Los mismos mecanismos pueden ser los responsables para el aumento que se
observé en la liberacion estimulada con alto potasio. A este respecto, un estudio previo
realizado por Rodriguez et al. (2017), mostré6 que una unica administracion de 100 mg
ATR/kg de peso corporal no encontrd efectos significativos en los niveles tisulares de
GABA y glutamato en corteza prefrontal, estriado, nucleo accumbens, mesencéfalo

ventral y dorsal, amigdala e hipocampo.

Mientras que la exposicion cronica a 1 mg ATR/kg durante un afio reportd

disminucién del contenido total de glutamato en mesencéfalo ventral. Sin embargo, al
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evaluar los efectos por la exposicion a 10 mg ATR/kg en el mesencéfalo ventral se
observd que aumentan las concentraciones de GABA, glutamato y glutamina en el grupo
expuesto a 10 mg ATR/kg de peso corporal. Por otra parte, el mismo grupo mostro, un
aumento en el contenido total de glutamina en el estriado (Chavez-Pichardo et al., en

preparacion).

Cabe resaltar que en los estudios anteriores existen ciertas variaciones con
respecto al presente estudio, como lo son: 1) dosis de exposicion alta (100 mg ATR/kg;
Rodriguez et al., 2017) o bajas (1 6 10 mg ATR/kg Chavez-Pichardo et al., en preparacio),
2) tipo de exposicién aguda (Rodriguez et al., 2017) o crénica (Chavez-Pichardo et al.,
en preparacion) y 3) nivel de evaluacion tisular (Rodriguez et al., 2017; Chavez-Pichardo
et al., en preparacion). Por tal motivo, los resultados obtenidos en el presente trabajo y
Imostraron que el grupo expuesto a 10 mg ATR/kg de peso corporal, altera las
concentraciones de glutamato ya sea en la liberacidn extracelular como en el contenido

tisular (de acuerdo a lo reportado en la literatura).

VIII.6 Liberacion de GABA en sustancia nigra pars reticulata

Los resultados del experimento de microdidlisis no mostraron efectos
significativos entre los grupos expuestos a ATR. Podemos inferir que esto es debido a
que en la microcirugia no llegamos a la regién de interés que fue la SNpr, y la region en
la que estabamos ubicados en la mayoria de los animales fue en el pedunculo
cerebeloso, sin embargo, con la microcirugia que se realizé en STR, se pudo corroborar
que el método funcioné adecuadamente para el estriado. Por tal motivo, no podemos
descartar que la ATR no haya causado ningun efecto, y podemos inferir que la ausencia

de algun efecto significativo se debe a la localizacién de la sonda en la microdialisis.
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IX.CONCLUSION
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El estriado, principalmente esta formado por células GABAérgicas y funge como
un nucleo de entrada que recibe inervaciones de la corteza del cingulo, corteza
somatosensorial primaria'y de la corteza motora primaria; sus proyecciones actuan
directamente sobre la via directa, via directa e indirecta y via indirecta respectivamente.
Los nucleos de salida de dicha informacion son el GPiy la SNpr, formados principalmente
por células GABAérgicas, si envian sus proyecciones inhibitorias al talamo generan una
inhibicion del movimiento a través de la activacion de la via indirecta, pero si dichas
proyecciones inhibitorias que van al tdlamo quedan inhibidas, se facilitaria el movimiento

debido a la activaciéon de la via directa.

La exposicion crénica a 10 mg ATR/kg de peso corporal causa un aumento en la

concentracion de glutamato estriatal, en la liberacion basal como en la liberacion
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estimulada con potasio, por tal motivo las proyecciones excitatorioas que llegan a las
células GABAérgicas del STR se ven mayormente activadas y por tal motivo se envian
mayor numero de proyecciones inhibitorias al nucleo de salida (SNpr), que a su vez
inhibira mayormente las proyecciones inhibitorias que salen del nucleo de salida hacia el
talamo, y por ende se genera mayor activacion del tdlamo que a su vez generaria mas
movimientos, que se traduce como mayor excitacion al talamo y por lo tanto generaria
mayor movimiento del roedor . Esto puede estar sucediendo debido a que existe un
desbalance en la produccion de DA estriatal, posterior a una exposicion con ATR como
se ha reportado previamente. A su vez estaria alterando los sistemas de
neurotransmision involucrados en el circuito de los ganglios basales. Adicionalmente se
ha documentado que en estriado existe alteraciones en la unién de DA con el receptor
D1, que es la encargada de activar la via directa del circuito de los ganglios basales. Lo
que nos hace a sospechar que se podria estar estimulando mayormente la via directa
del circuito de los ganglios basales, dando como resultado un aumento en la actividad

motora espontanea, que se ve reflejada como hiperactividad.
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X. PROPUESTAS

Realizar mas estudios para conocer el mecanismo exacto por el cual la atrazina y sus
metabolitos ingresan al SNC. Porque solo existe un articulo que propone el mecanismo

mediante el cual ingresa ATR y sus metabolitos al cerebro.

Determinar si a dosis relevantes al medio ambiente, la exposicion a ATR en periodos
cronicos (un afo o mas) causa efectos a nivel de expresion de mensajero y proteina en
genes involucrados en los circuitos de neurotransmisidon que se han visto alterados,
posterior a la administracion del herbicida. Debido a que podemos observar un aumento
en los mensajeros, dicho aumento no indicaria que la proteina sea funcional, por tal
motivo es de suma importancia evaluar a la par ambos parametros para identificar si

existe alguna correlacién entre ambas mediciones.

Realizar exposiciones cronicas en ratas y evaluar la conectividad funcional, debido a que
estudios previos incluyendo el presente trabajo, muestran que varios circuitos de
neurotransmisién se ven involucrados. A través de la técnica de resonancia magnética
se podria observar los cambios en la conectividad funcional, mes con mes sin necesidad

de sacrificar los animales, a lo largo de todo el periodo de exposicion al herbicida ATR.
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XIl. ANEXOS
XI.1 Glia

Las células gliales se ha considerado el grupo de células mas abundante del
sistema nervioso central (SNC), anteriormente se les habia considerado como células
que brindaban soporte neuronal y que no desempenaban ningun papel funcional. Estas
células fueron descritas en 1846 por el médico y bidlogo Rudolf Virchow. La glia esta
presente desde los nematodos hasta los humanos y se ha reportado que la porcion glia-
neurona se incrementa con el tamafio del cerebro. El cerebro de un ratdn presenta un 65
por ciento de glia, mientras que en el cerebro humano esta proporcion aumenta a un 90
por ciento, esto nos indica que la glia desempefia un papel muy importante para que se

lleve a cabo el buen funcionamiento en el cerebro (Reyes-Haro et al., 2014).

Existen diferentes tipos de glia que se han clasificado de acuerdo con su tamainio,
forma y localizaciéon. Esta clasificacion esta dividida en 1) microglia; 2) oligodendroglia;
3) glia NG2 y 4) astroglia (Nacher-Carda V).

La microglia desempefa el papel de sistema inmune en el cerebro, impidiendo
el paso de sustancias nocivas para el cerebro mediante fagocitosis, lo que conlleva a
mantener la integridad del cerebro. La microglia se activa en enfermedades
neurodegenerativas, sin embargo, no se ha podido dilucidar si esto es benéfico o nocivo
(Kettenmann et al., 2013).

La oligodendroglia su principal papel es facilitar la comunicacion eléctrica entre
las neuronas. Son células pequefias con nucleos redondeados (que ocupan gran parte
del volumen) y con pocas prolongaciones, y ramificaciones en los extremos. Estas
células son las encargadas de producir mielina, lipoproteina que envuelve a los axones

de las neuronas haciendo eficiente la comunicacion neuronal (Lee et al., 2012).

La glia NG2 células gliales postsinapticas, precursoras de los oligodendrocitos,

producen la proteina NG2. Inicialmente se creia que eran las precursoras de los
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oligodendrocitos, sin embargo, actualmente se ha demostrado que puede formar

neuronas y astrocitos (Chung et al., 2013).

La astroglia, célula en forma de estrella regulan la homeostasis cerebral,
brindando apoyo estructural y metabdlico. Se han clasificado a los astrocitos en
protoplasmaticos (Rudolf Albert von Kolliker, 1889) y en fibrosos (William Lloyd
Andriezen, 1893). Los astrocitos fibrosos los encontramos primordialmente en la
sustancia blanca y se asocian a los axones, en cambio, los astrocitos protoplasmaticos
han sido asociados a los somas neuronales y a las sinapsis y los encontramos
principalmente en la sustancia gris (Nacher-Carda V). Los astrocitos participan en la
sinapsis tripartita que consta de tres elementos neurona presinaptica, neurona
postsinaptica y astrocitos, estos ultimos estan funcionando como reguladores de la
informacion en el SNC. Los astrocitos expresan una gran cantidad de canales,
transportadores y receptores que proporcionan una variedad de funciones homeostaticas
y sinapticas. Es decir, los astrocitos pueden expresar muchos de los mismos receptores
de neurotransmisores expresados en las neuronas. Estudios in vivo e in vitro han
demostrado que los astrocitos en diversas areas cerebrales responden a diferentes
neurotransmisores liberados sinapticamente (Durkee y Araque, 2018). La mayoria de
estas respuestas ocurren a través de la activacion de los receptores acoplados a
proteinas G y la elevaciéon.de calcio (Shigetomi et al., 2013). Estudios al medir los
cambios de calcio han descubierto que los astrocitos responden a glutamato (Perea y
Araque, 2005; Panatier et al., 2011), acetilcolina (Perea y Araque, 2005; Chen et al,,
2012), ATP (Perea y Araque 2007), GABA (Covelo y Araque 2018; Mariotti et al., 2018)
y endocanabinoides (Navarrete y Araque, 2010; Robin et al, 2018). Lo que nos
demuestra que los astrocitos pueden ser activados por los neurotransmisores mas

abundantes en el cerebro.

Se ha demostrado que los astrocitos pueden liberar una variedad de moléculas
de senalizacién como glutamato, D-serina, ATP/ adenosina y GABA (Araque et al., 2014,
Savtchouck Volterra, 2018). El efecto de cada gliotransmisor en la sinapsis depende de

la ubicacion de la union al gliotransmisor y especificamente al tipo de receptor que se

53



una, ademas de los componentes pre y postsinapticos de la sinapsis tripartita (Durkee y
Araque, 2018).

Un estudio reciente reporta que en el estriado existen dos poblaciones diferentes
de astrocitos que interactuan selectivamente con neuronas medianas espinosas y
sinapsis que pertenecen a las dos vias corticoestriatales: via directa y via indirecta, que
pertenecen al circuito motor de los ganglios basales. E indica que los astrocitos que estan
presentes en el estriado pueden liberar glutamato al elevar los niveles de calcio y que los
efectos sobre la funcion sinaptica estan regulados por astrocitos y neuronas en el
estriado. Y que las redes astro-neuronales comprenden astrocitos, neuronas y sinapsis
pertenecientes a circuitos cerebrales especificos, que pueden controlar diferencialmente
la actividad especifica del circuito de los ganglios basales a través de sefializaciones

entre astrocitos y neuronas (Martin et al., 2015).
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