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RESUMEN

El uso indiscriminado de agroquimicos se ha relacionado con deso6rdenes
neurocomportamentales que reflejan disfunciéon cognitiva y psicomotora, incluso
tras exposicion cronica a niveles bajos. Los plaguicidas organofosforados tipo
oxén como el clorpirifés producen trastornos crénicos neurodegenerativos, como
la neuropatia retardada y la leucoencefalopatia inducida por organofosforados, las
cuales se caracterizan por disfuncion motora, degeneracion axonal y procesos de
desmielinizacion. En el presente estudio se evaluaron los efectos téxicos del
clorpirifés sobre la poblacion neuronal y la reactividad astrocitaria, microglial y de
la proteina base mielina tras la exposicion subcrénica (4 y 8 semanas) a dosis
subletales bajas (114 ug/Kg y 228 ug/Kg) en un modelo de neurotoxicidad
encefalica inducida en ratas Wistar. Las dosis fueron administradas semanalmente
por gavaje y 8 dias después del ultimo tratamiento se sacrificaron los animales y
se obtuvieron cortes coronales encefalicos de 50 um. Mediante técnicas de
histoquimica e inmunohistoquimica convencional se caracterizaron los cambios
morfologicos de los astrocitos, la microglia y la proteina base mielina (MBP) en
corteza, hipocampo (CA1), zona paraventricular, estriado y capsula interna. De
acuerdo a los resultados obtenidos se encontré un incremento en la
inmunorreactividad, densidad y poblacidon astrocitaria y microglial, con cambios
morfologicos e hiperreactividad de MBP, formas aberrantes y distribucion anémala
de la proteina. En conclusién, el clorpirifés induce cambios morfolégicos y de
inmunorreactividad en astrocitos, microglia y mielina madura, compatibles con
neurotoxicidad subcronica. La evidencia experimental sugiere que los anticuerpos
anti-GFAP, anti-OX42 y anti-MBP, pueden ser usados como biomarcadores de
neurotoxicidad crénica causada por clorpirifos.

Palabras clave: Agroquimicos, Clorpirifés, neurotoxicidad, activacion microglial,
respuesta astrocitaria, desmielinizacion.



ABSTRACT

The indiscriminate use of agrochemicals has been associated with neurobehavioral
disorders that reflect cognitive and psychomotor dysfunction, even after chronic
exposure to low levels. Organophosphate pesticides such as chlorpyrifos oxon
could produce chronic neurodegenerative disorders such as Delayed neuropathy
induced by organophosphates which are characterized by motor dysfunction,
axonal degeneration and demyelination processes. In this study, were evaluated
the toxic effects of chlorpyrifos on the neuronal population, astrocytic reactivity,
microglial reaction and myelin basic protein after subchronic exposure (4 and 8
weeks) at lower sublethal doses (114 mg / Kg and 228 mcg / kg) in a model of
neurotoxicity induced in Wistar rat brain. Weekly doses of chlorpyrifos were
administered by gavage and to 8 days after the last treatment the animals were
sacrificed and coronal brain sections were obtained from 50 microns. By
histochemical and immunohistochemical techniques conventional were
characterized morphological changes of astrocytes, microglia and myelin basic
protein (MBP) in cortex, hippocampus (CA1), paraventricular area, striatum and
internal capsule. According to the obtained results was evident an increase in
immunoreactivity and population density of astrocytes and microglial cells with
morphological changes, Also hyperreactivity of MBP, aberrant forms and abnormal
distribution of the protein. In conclusion, chlorpyrifos induces morphological
changes and immunoreactivity in astrocytes, microglia and mature myelin
compatible with subchronic neurotoxicity, whereby the anti-GFAP antibody, anti-
MBP and anti-OX42, could serve as biomarkers of chronic neurotoxicity caused by
this type of organophosphate.

Keywords: Agrochemicals, chlorpyrifos, neurotoxicity, microglial activation,
astrocytic response, demyelination.
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INTRODUCCION

Actualmente se ha reportado que los compuestos quimicos que se utilizan
indiscriminadamente en el sector agropecuario, entre ellos los organofosforados,
constituyen un riesgo potencial para la salud humana y pueden ser causa de
trastornos neuroldgicos y psiquiatricos, siendo la poblacion mas vulnerable los
trabajadores encargados de su manipulacién y aplicacién (Parron, Requena,
Hernandez, & Alarcén, 2011a). Como ya es conocido, Colombia tiene una gran
tradicidn en cultivos intensivos y las practicas agropecuarias son una de las
principales actividades econdmicas, que representan aproximadamente el 40%
de la fuerza laboral (Bonilla, Peinado, Urdaneta, & Carrascal, 2000; Fernandez,
Mancipe, & Fernandez, 2010).

El clorpirifés (CPF) es un organofosforado utilizado como insecticida de amplio
espectro en la agricultura y se ha demostrado que la exposicion a dosis bajas por
tiempo prolongado, puede producir sindromes subagudos o crénicos, como la
neuropatia retardada inducida por organofosforados (OPIDIN) (Jokanovic,
Kosanovi¢, Brki¢, & Vukomanovi¢, 2011) y la leucoencefalopatia inducida por
organofosforados (LEIO); ademas, a niveles subletales altera la transmision
sinaptica, inhibe la replicacion celular neural, interfiere con cascadas de
sefalizacion involucradas en diferenciacion celular (Saulsbury, Heyliger, Wang, &
Johnson, 2009), aumenta la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Demir, Uzun, Durak, & Kalender, 2011) e inhibe la sintesis de ADN (Qiao, Seidler,
& Slotkin, 2001), entre otras.

Si bien es cierto que los avances alcanzados en los ultimos afios en cuanto al
estudio mecanistico de los organofosforados han sido positivos, la fisiopatologia
de estos procesos no esta completamente definida (Ehrich & Jortner, 2002;
Emerick, Deoliveira, Antonio, & Ehrich, 2012; Slotkin & Seidler, 2007). Por otra
parte, la mayoria de los estudios de neurotoxicidad encefalica se han centrado en
el efecto sobre las neuronas, dejando de lado otro tipo de poblaciones celulares
especializadas como es el caso de las células gliales, que estan involucradas en la
activacion inmune del sistema nervioso central (SNC) y tienen funciones claves en
el curso de diferentes tipos de patologias (Griffiths, Gasque, & Neal, 2010); sobre
la base de lo expuesto, se considero de importancia cientifica estudiar los cambios
celulares de tipo morfoldgico y de la inmunorreactividad mediada por el clorpirifés
a nivel astrocitario, microglial y de la proteina base mielina en un modelo de
neurotoxicidad subcrénica inducida en ratas Wistar.
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1. OBJETIVOS

1.1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar los cambios celulares morfolégicos e inmunorreactivos inducidos por
clorpirifés a nivel encefalico en un modelo de neurotoxicidad subcrénica inducida
en ratas Wistar.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Valorar los cambios sobre la poblacién neuronal a nivel cortical y subcortical por
efecto del clorpirifés administrado via enteral a dosis bajas durante 4 y 8 semanas
en ratas Wistar, utilizando la tincion de Nissl con azul de toluidina

Evaluar la inmunorreactividad de los astrocitos y de la microglia como respuesta
a la neurotoxicidad inducida por el clorpirifés mediante inmunohistoquimica
convencional en cortes coronales encefalicos de rata Wistar.

Caracterizar los cambios astrocitarios y microgliales producto de la neurotoxicidad
inducida por el clorpirifés, a través del analisis morfolégico, morfométrico y
densitométrico en cortes cerebrales de rata.

Determinar el tipo de inmunorreactividad de la proteina base mielina en diversos

segmentos encefalicos como respuesta a la administracion subcrénica de dosis
subletales de clorpirifés, por medio de analisis densitométrico.

17



2. MARCO TEORICO

2.1. GENERALIDADES DE LOS PLAGUICIDAS

Los plaguicidas son sustancias o mezclas de otras sustancias de origen natural o
sintético, que se emplean con el fin de prevenir, destruir o controlar cualquier
plaga o especie indeseada de plantas o animales, incluyendo vectores de
enfermedades humana o animal (Fernandez et al., 2010).

La utilizacidn de los plaguicidas se ha dado ampliamente en areas de produccion
alimentaria, agricola, ganadera, de alimento concentrado para animales y en la
industria maderera y sus derivados (Philp, 2001). Aunque su empleo conlleva a un
notable incremento en el rendimiento de la produccion y contribuye al control de
enfermedades como: la malaria, el tifus, el dengue y la fiebre amarilla, entre otras,
Su uso a gran escala presenta una serie de efectos secundarios tanto para la
salud humana como para el medio ambiente (Bonilla et al., 2000).

2.1.1. Clasificacion. De acuerdo a sus propiedades fisicoquimicas los plaguicidas
se clasifican (Asociacion Colombiana de Neurologia, 2001; Philp, 2001) :

21.1.1.Segun el tipo de organismo que se desea controlar: Insecticidas,
acaricidas, fungicidas, herbicidas, nematicidas, molusquicidas, rodenticidas,
avicidas.

2.1.1.2.Segun el grupo quimico del principio activo: Compuestos
organofosforados, compuestos carbamatos, compuestos organoclorados,
piretroides, derivados del bipiridilo, triazinas, tiocarbamatos, derivados del acido
fenoxiacético, derivados de la cumarina, derivados del cloronitrofenol, compuestos
organomercuriales, entre otros.

2.1.1.3. Segun su persistencia en el medio ambiente: Hace referencia al tiempo
que permanece el plaguicida en el suelo manteniendo su actividad biolégica, se
clasifican en persistentes, poco persistentes, no persistentes.

2.1.1.4. Segun su toxicidad aguda (O.M.S.): Esta se basa principalmente en la
toxicidad por via oral en ratas y ratones. Usualmente la dosis se registra como el
valor DL50 (Dosis Letal Media) siendo la dosis requerida para causar la muerte al
50% de la poblacion de animales de experimentacion y se expresa en términos de
mg/Kg del peso corporal del animal. Se clasifican como extremadamente toxico
(la), altamente toxico (Ib), moderadamente téxico (Il), ligeramente téxico (llI)
(Philp, 2001).
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2.1.2. Epidemiologia. Reportes de la organizacion mundial de salud (OMS)
muestran que las intoxicaciones representan un problema significativo de salud
publica mundial, principalmente entre quienes realizan labores agricolas en paises
de bajos y medianos ingresos; sin embargo no existe un calculo exacto de la
magnitud del problema y solo se tienen como referencia algunas estimaciones por
diversas entidades (Thundiyil, 2008). Se reportan aproximadamente tres millones
de casos de intoxicaciones agudas con insecticidas, de las cuales un millén son
accidentales y dos millones provocadas (suicidios u homicidios) y
aproximadamente 370.000 de estos casos terminaron en muerte (WHO, 2012)

En América latina, Colombia es el tercer pais, después de Brasil y México, en el
consumo de plaguicidas. Segun el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) la
produccion de plaguicidas para el afio 2007 en nuestro pais fue de 25.326.188 Kg
y segun el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural el consumo total de
plaguicidas para el mismo afio fue de 94.092 toneladas métricas/Km? (DANE,
2010), de los que aproximadamente el 97% corresponden a insecticidas
(organofosforados y carbamatos), herbicidas y fungicidas (Hurtado C & Gutiérrez
de Salazar, 2005). Esto debido al tradicional uso en cultivos intensivos y al gran
porcentaje que representa la agricultura como actividad laboral en el pais (Bonilla
et al., 2000).

En Colombia se han reportado tres eventos masivos de intoxicaciéon por
organofosforados en las ultimas décadas: En Chiquinquira, en el afio 1967, donde
cerca de 500 personas se intoxicaron con metilparation, de las cuales murieron 63
personas. En 1970 en Puerto Lopez, cerca de 190 personas se intoxicaron con un
organofosforado no determinado, causando la muerte a siete de ellas. y en Pasto
en 1977, 300 personas resultaron intoxicadas con paratidon, causando la muerte a
15 de ellas (Fernandez et al., 2010)

2.1.3. Efectos secundarios de su aplicacion. Los efectos tdéxicos que causan los
plaguicidas por su masiva e indiscriminada aplicacion y su variada composicion
quimica pesan mas que sus efectos benéficos (Asociacion Colombiana de
Neurologia, 2001), dado que se estima que menos del 0.3% de los plaguicidas
aplicados sobre una zona agricola alcanzan el organismo blanco (insectos,
acaros, etc.) y mas del 99% se dispersa en el medioambiente presentando un
riesgo potencial para los ecosistemas vecinos, particularmente con aquellos
plaguicidas de alta persistencia (Philp, 2001).

El uso generalizado de los pesticidas en diversas areas puede llegar a producir
efectos tales como: empobrecimiento de la biodiversidad, inhibicion de otras
especies predadoras naturales, que ayudan al control de otro tipo de plagas;
contaminacion de aguas tanto subterraneas como superficiales y amenaza para la
salud humana, ya sea por exposiciéon directa 6 por medio de residuos en alimentos
0 en aguas potables (Arquimbau, 2001). Se ha demostrado que en humanos la
exposicién a ciertos plaguicidas durante largos periodos de tiempo, incluso a
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niveles bajos causa intoxicaciones, mutaciones genéticas, desordenes
comportamentales y del sistema nervioso, ademas de efectos en el sistema
endocrino e inmune (Miller, 2009).

Otra desventaja del frecuente uso de los plaguicidas, es que con el transcurrir del
tiempo las plagas generan inmunidad, tolerancia o resistencia genética a una
amplia gama de estos agentes quimicos, por procesos de seleccion natural
haciéndolos menos efectivos y llevando a la necesidad de crear plaguicidas con
mayor potencia (Arquimbau, 2001).

2.2. PLAGUICIDAS ORGANOFOSFORADOS

Los organofosforados (OPs) son sustancias organicas derivadas de la molécula
del acido fosforico. Constituyen el grupo mas numeroso de plaguicidas y son
utilizados ampliamente a nivel mundial, como insecticidas, nematicidas,
herbicidas, fungicidas, plastificantes, fluidos hidraulicos (en la industria), y en
algunos paises como armas quimicas. Su uso se ha dado en gran medida para
remplazar a los plaguicidas organoclorados persistentes en el medio (Milla &
Palomino, 2002).

Estos compuestos OPs por sus propiedades quimicas no persisten en el
ambiente, son liposolubles y volatiles, caracteristicas que facilitan su absorcién por
via inhalatoria, dérmica, oral, conjuntival, parenteral y rectal (Hurtado C &
Gutiérrez de Salazar, 2005). Se distribuyen rapidamente por via sanguinea y
atraviesan facilmente las barreras bioldgicas, incluida la barrera hematoencefalica,
penetrando en el Sistema Nervioso Central. Algunos productos pueden
almacenarse en tejido graso lo que puede provocar toxicidad retardada debido a la
liberacion tardia (Milla & Palomino, 2002).

Los plaguicidas OPs se caracterizan por la presencia en su estructura quimica de
un atomo de fosforo central con un doble enlace a un atomo de azufre u oxigeno,
dos grupos R1 y R2 etilo o metilo, y un grupo saliente que es especifico para el
tipo de OP (Figura 1) (Rezg, Mornagui, El-Fazaa, & Gharbi, 2010).

Los OPs se dividen en 14 grupos, en los que se destacan: los fosfatos, con un
oxigeno en las posiciones [1] y [2]; O-fosforotioatos (o tionatos), con un azufre en
la posicion [1] y un oxigeno en la [2], S-fosforotioatos (o-tiolatos), con un azufre en
la posicion [2] y un oxigeno en [1]; fosforoditioatos (o tiolotionatos), con un azufre
en las posiciones [1] y [2]; fosfonatos, con R1 (en lugar de R10), oxigeno 6 bien
azufre en [1] y oxigeno en [2], y fosforoamidatos, con un Oxigeno en [1] y un
Nitrégeno en [2] (Rezg et al., 2010).
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Figura 2. Estructura quimica general de los organofosforados y activacion a tipo
oxon.*
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Fuente: Adaptado del (National Pesticide Information Center, s.f.)
*Reacciones quimicas para la activacion metabdlica del clorpirifés

El clorpirifos (CPF) un fosforotioato empleado como insecticida de amplio espectro
a nivel mundial en el sector agricola, nombrado bajo la nomenclatura IUPAC como
[0,0-dietil 0- (3, 5,6-tricloro-2- piridil fosforotioato] y registrado con las marcas
comerciales Lorsban® y Dursban® (Carod Benedico, 2002). Esta clasificado como
moderadamente toxico; sin embargo, una vez en el interior del organismo se lleva
a cabo una reaccion quimica, llamada desulfuracion oxidativa, en la cual ocurre
una transformacién en el doble enlace del atomo de fosforo central y el azufre es
cambiado por oxigeno (P=S a P=0). Esta reaccion metabdlica se realiza en el
higado y produce la activacion del OP a un tipo llamado oxon, un inhibidor mas
potente de las enzimas esterasicas (Figura 1) (Galloway & Handy, 2003).

2.2.1. Mecanismo de accion de los organofosforados. Los OPs causan sus efectos
toxicos a través de la fosforilacion de enzimas con actividad esterasica, de las
cuales la enzima mas importante por su cantidad y actividad fisiolégica es la
acetilcolinesterasa AChE (colinesterasa eritrocitica), y la colinesterasa plasmatica
(butirilcolinesterasa), responsables de la hidrélisis de la acetilcolina (Ach) (Hurtado
C & Gutiérrez de Salazar, 2005). Su inhibicién produce la acumulacién de este
neurotransmisor (imprescindible para el control normal de la transmision de los
impulsos nerviosos) en la hendidura sinaptica de las terminaciones nerviosas, con
la consecuente sobre-estimulacion de 6rganos efectores, lo cual desencadena
sintomas de toxicidad aguda conocidos como sindrome colinérgico (Jokanovi¢ et
al., 2011).

El sindrome colinérgico aparece entre pocos minutos hasta doce horas posterior al
contacto con el toxico. Se manifiesta con efectos muscarinicos (uniones
colinérgicas neuroefectoras), nicotinicos (uniones mioneurales del esqueleto y los
ganglios autébnomos) y en el sistema nervioso central (Roldan-Tapia & Sanchez-
Santed, 2004), caracterizados por debilidad muscular, excesiva actividad
secretora, cambios en el estado de conciencia, alteraciones sensoriales y del
comportamiento, incoordinacion, depresidon de la funcion motora y depresion
respiratoria (Kosanovi, 2010). El aumento en las secreciones pulmonares y la
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depresion respiratoria son las causas usuales de muerte en el envenenamiento
agudo por OPs (Fernandez et al., 2010).

Luego de los efectos agudos, es decir de 24 a 48 horas después de la exposicion
al OP, en algunos casos se puede presentar un sindrome conocido como
sindrome intermedio caracterizado por la inhibicion prolongada de la AChE. Se
manifiesta por debilidad de los musculos proximales de las extremidades, flexores
del cuello, lengua, faringe y musculos respiratorios, con compromiso de la funcién
respiratoria, disminuciéon o ausencia de los reflejos miotendinosos y compromiso
de pares craneales (principalmente el sexto nervio abducens) (Kosanovi, 2010).
Presenta una incidencia del 57,1% y en Colombia se ha observado que los
agentes mas asociados a la aparicion de este sindrome son el fention, dimetoato,
monocrotofos y metamidofos (Fernandez et al., 2010).

Por otro lado, se ha demostrado que la exposicion a ciertos OPs (leptofos,
diclorvos, fentién, isofenfos, tricloronato, triclorfon, merfos, metamidofos,
clorpirifés) puede producir dafio neurolégico a largo tiempo, luego de
intoxicaciones agudas o posterior a intoxicaciones cronicas que han pasado
desapercibidas (Carod Benedico, 2002), con sintomas extrapiramidales vy
psiquiatricos como psicosis, ansiedad, depresion, alucinaciones, agresividad;
ademas del inadecuado funcionamiento en una variedad de pruebas
neurocomportamentales en las cuales se incluye la memoria, la concentracion y el
aprendizaje. Incluso se ha asociado como una de las causas de la enfermedad de
Parkinson y Alzheimer (Hurtado C & Gutiérrez de Salazar, 2005; Parrén, Requena,
Hernandez, & Alarcon, 2011b)

Entre estos sindromes se encuentra |la neuropatia retardada inducida por
organofosforados (OPIDN) (Carod-Artal & Speck-Martins C., 1999; Ehrich &
Jortner, 2002), que se caracteriza por la fosforilacion e inhibicion de otro tipo de
enzima, la esterasa neurotoxica o esterasa blanco de neuropatia (NTE) y el
incremento del Ca®" intracelular por alteracién de la enzima calcio-calmodulina-
quinasa Il, lo cual puede llevar a degeneracion axonal en grandes neuronas
distales del sistema nervioso central y periférico (El-fawal & Mccain, 2008).

2.3. ESTERASA BLANCO DE NEUROPATIA (NTE)

La esterasa blanco de neuropatia fue descubierta por Johnson, M. K en 1969, es
una proteina ampliamente distribuida en el sistema nervioso, principalmente en el
cerebro y sustancialmente menos en médula espinal y nervios periféricos (Roldan-
Tapia & Sanchez-Santed, 2004); en el cerebro se encuentra en el reticulo
endoplasmatico de neuronas pero no en el de las células gliales; ademas, se
encuentra en otros tejidos, como el intestino, los rifiones, los linfocitos y su
actividad depende del contenido lipidico (Jokanovi¢ et al., 2011).

22



La NTE esta constituida por 1327 aminoacidos con un peso molecular de 155 KDa
y es facilmente fosforilada por accion de los OPs; sin embargo, para el desarrollo
de la OPIDN, ademas de la inhibicién simple de la NTE se debe producir una
segunda reaccion llamada envejecimiento “aging” (Ehrich & Jortner, 2002),
nombre que se le ha asignado por la progresion lenta del proceso, la cual consiste
en la pérdida, por parte del OP de uno de los grupos R, al romperse un enlace en
la cadena R-O-P, dejando un grupo fosforillo cargado negativamente. Este paso
es indispensable ya que forma un complejo enzima-organofosforado muy estable
y resistente al rompimiento o hidrolisis; de no ser asi se podria reactivar la enzima
por factores endogenos (Figura 2) (Emerick, Peccinini, & Oliveira, 2010)

Figura 3. Mecanismo de la reaccidon general para producir OPIDN*
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Fuente: Modificado de (Emerick et al., 2012).
*Esquema ilustrativo de la reaccion asociada con la inhibicion de NTE (fosforilacion de la enzima),
seguida de la reaccion de envejecimiento enzimatico “aging” que da como resultado OPIDN.

Funcionalmente se ha demostrado que la NTE hidroliza lipidos asociados a la
membrana, por lo cual presenta un papel importante en la regulacion del
metabolismo de fosfolipidos; es conocida por ser una fosfolipasa B; su inactivacion
puede reducir la degradacion de la fosfatidilcolina a glicerofosfocolina, por lo que
su deficiencia lleva a la acumulacion anormal del contenido de fosfatidilcolina o de
lisofosfatidilcolina en la membranas de las células, lo cual genera citotoxicidad
asociada con desmielinizacion (Vose et al., 2008); lo anterior puede interferir con
la homeostasis normal de los lipidos de membrana, afectando la iniciaciéon de las
neuritas. Esta afecciéon también se da por acumulacién de lisolecitina, donde la
NTE esta implicada en su hidrolisis (Emerick et al., 2012) (Figura 3).

La NTE también juega un importante papel en el desarrollo embrionario en
mamiferos, es esencial en la supervivencia del embrion y su deplecion causa
muerte por falla en la formacion de la placenta y de su vasculatura (Chang & Wu,
2010).

Del mismo modo, la NTE esta involucrada en el transporte de membrana
intracelular y rutas de sefalizacion celular entre neuronas y células gliales;
ademas que facilita el transporte de macromoléculas de las neuronas al extremo
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distal de axones largos, aportando de esta manera al mantenimiento axonal
(Chang & Wu, 2010).

Figura 4. Reacciones metabdlicas de lipidos de membrana relacionadas con NTE*
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Fuente: Tomado de (Vose et al., 2008)
*GPC, glicerofossfocolina; GPC ChPDE, glicerofosfocolina colinefosfodiesterasa; LCAT, lecitina:
colesterol aciltransferasa; LPC, lisofosfatidilcolina; LPCH, lisofosfatidilcolina hidrolasa; LysoPLA,
lisofosfolipasa; PC, fosfatidilcolina; PLA2 , fosfolipasa A2; PLB, fosfolipasa B; POC, fosforilcolina.

A pesar que no ha sido completamente esclarecida la funcion bioquimica de la
NTE esta implicada en la regulacién y funcionamiento normal de los canales de
calcio en la membrana celular (Emerick et al., 2012). La entrada excesiva de calcio
a la célula, induce degeneracion similar a la degeneracion walleriana, con la
consecuente activacién de la proteasa neutral activada del calcio (CANP), que
promueve la digestion de la porcion terminal de los axones impidiendo la
transmision de los impulsos nerviosos de las células postsinapticas y por ende
provocando procesos neurodegenerativos (Emerick et al., 2010).

El cuadro clinico de esta neuropatia se caracteriza por parestesias en pies y
manos, dolor en las pantorrillas, debilidad progresiva y ascendente, arreflexia
generalizada, que suele iniciar con compromiso del reflejo aquiliano. Dichos
sintomas pueden persistir por semanas o afos y su recuperacion suele ser lenta e
incompleta (Hurtado C & Gutiérrez de Salazar, 2005).

2.4. MIELINA Y PROCESOS DE DESMIELINIZACION

La mielina o vainas de mielina es una estructura de multiples capas alrededor del

axon, producida luego de una modificacion de la membrana plasmatica de los

oligodendrocitos (Miron, Kuhimann, & Antel, 2011); estas membranas, tienen un

contenido de proteinas especialmente bajo (25-30%) y un alto contenido lipidico
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(70-75%) que le confiere la capacidad de ser excelentes aislantes (Baumann &
Pham-Dinh, 2001). La vaina de mielina facilita la conduccion del impulso nervioso
en los axones con velocidad y precision, su capacidad de aislar también permite
que haya millones de fibras en contacto unas con otras y no se produzcan
interferencias ni confusiones en las sefiales (Mekhail, Almazan, & Tabrizian,
2012).

Dentro de los lipidos estructurales de la membrana de mielina se encuentran los
fosfoglicéridos (fosfatidilcolina), los fosfoesfingolipidos (esfingomielina) y el
colesterol; a nivel del SNC las principales proteinas son: la proteina proteolipidica
de la mielina, proteinas basicas de mielina, que constituyen el 80 % del total de las
proteinas y la glicoproteina asociada a la mielina (Baumann & Pham-Dinh, 2001).

Se han documentado una serie de alteraciones en la mielina, causadas tanto por
factores exdgenos (exposicion a xenobidticos) como enddgenos (alteraciones
genéticas), en los que se pueden afectar tanto la estructura (lipidos y proteinas), la
biosintesis como las células involucradas en el proceso de formacion de la mielina
(Ziemann, Wahl, Hattingen, & Tumani, 2011). Estas alteraciones finalmente llevan
a trastornos desmielinizantes, donde hay pérdida o destruccidn de mielina, que
ralentiza o detiene los impulsos nerviosos, dando lugar a una gran cantidad de
sintomas neuroldgicos (Mekhail et al., 2012).

Durante los procesos de desmielinizacion se presentan una serie de mecanismos
de reparacion, donde las células progenitoras de oligodendrocitos (OPCs)
proliferan y migran rapidamente cubriendo el area desmielinizada (Miron et al.,
2011). Este proceso consta de cuatro fases coordinadas: reclutamiento,
proliferacion, migracién y diferenciacion y alguna falla en cualquiera de estas
etapas puede contribuir significativamente al fallo en el proceso de remielinizacién
(Bruce, Zhao, & Franklin, 2010).

Este tipo de patologias se han podido identificar por medio de marcadores de las
proteinas estructurales de la mielina, entre las que se encuentra la proteina base
mielina (MBP), un grupo de 7 proteinas producidas a partir de un gen unico
(Baumann & Pham-Dinh, 2001). Contribuyen a la formacion, compactaciéon y
maduracién de las vainas de mielina y se expresan considerablemente en los
oligodendrocitos maduros y células de Schwann. Durante la mielinizacion, estas
proteinas son expresadas en una secuencia altamente coordinada, ademas, se ha
demostrado que en procesos de desmielinizacion la expresion del mRNA para
MBP se reduce y luego durante la fase de remielinizacién (proceso en el que se
restaura las vainas de mielina) se encuentra sobre-regulado (Mozafari, Sherafat,
Javan, Mirnajafi-Zadeh, & Tiraihi, 2010).
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2.5. RESPUESTA CELULAR DEL SNC FRENTE AL TOXICO

El sistema nervioso central presenta una serie de caracteristicas especificas que
le otorgan un estatus privilegiado, confiriéndole capacidades para proteger su
ambiente y defenderse por si mismo de una variedad de patologias (Galea,
Bechmann, & Perry, 2007). Entre ellas, se cuenta la presencia de una barrera
hematoencefalica (BHE) conformada por células especializadas que lo aislan del
flujo sanguineo y le permiten regular la entrada de moléculas a su interior, la
carencia de drenaje linfatico, un microambiente inmunosupresivo y la presencia
del sistema Fas Ligando que le aporta la capacidad de inducir apoptosis celular
(Griffiths et al., 2010).

No obstante, en los ultimos afios se ha demostrado la presencia de interacciones
entre el sistema nervioso y el sistema inmune, ejemplo de ello es la salida de las
células dendriticas del cerebro y la capacidad de las células T del sistema inmune
para acumularse en el cerebro, aportando vigilancia permanente como respuesta
a antigenos en ausencia de inflamacién o infeccion (Reinke & Fabry, 2006);
aunado a ello, se encuentran las células gliales, particularmente los astrocitos y la
microglia, los cuales constituyen la poblacion celular mas abundante del sistema
nervioso central y cumplen funciones claves como células reguladoras del
microambiente neuronal, empleando mecanismos que modulan la respuesta
inmune y limitan la inflamacién inducida por cualquier injuria tisular (Hauwel et al.,
2005).

2.5.1. Células astrogliales. Los astrocitos son una enorme poblacion de células
gliales de origen neuroectodérmico, no excitables, que representan el 80% del
volumen cerebral y se encuentran dispuestos entre las neuronas (Pascual,
Gonzalez-Llanos, Cerdan, Carceller, & Roda, 2000). En cuanto a su morfologia y
distribucion se clasifican en tres grupos principales (Chen & Swanson, 2003):

e Protoplasmicos. con una morfologia arbustiva, numerosas ramas y procesos
cortos, se encuentran a través de toda la sustancia gris.

e Fibrosos: presentes en sustancia blanca, exhiben una forma menos ramificada,
los procesos son mas largos y finos.

e Radiales: se distribuyen alrededor de los ventriculos, orientados
perpendicularmente a la superficie de estos y tienen unos procesos largos no
ramificados.

Los astrocitos por medio de canales proteicos de uniones gap, ubicados en los
pies perivasculares al final de sus prolongaciones citoplasmaticas, presentan
interacciones con las neuronas (los protoplasmicos envuelven las sinapsis y los
fibrosos los noédulos de Ranvier) (Sofroniew & Vinters, 2010), los capilares
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sanguineos e intercelularmente con otras células gliales, intercambiando de esta
manera moléculas como inositol trifosfato, glucosa, glutamato, glutamina y lactato
(D. D. Wang & Bordey, 2008). Estas interacciones estan implicadas en una
variedad de rutas de sefializacion esenciales para el buen funcionamiento del
cerebro (Ricci, Volpi, Pasquali, Petrozzi, & Siciliano, 2009).

Los astrocitos son responsables de una amplia variedad de complejas vy
esenciales funciones para mantener la actividad normal del cerebro (Pascual et
al., 2000), éstas se pueden llevar a cabo gracias a caracteristicas especificas en
su estructura como la expresion de enzimas claves involucradas en varias rutas
metabdlicas, el elevado contenido de mitocondrias y la gran variedad de canales
ionicos y transportadores de diversos metabolitos presentes en sus membranas
(D. D. Wang & Bordey, 2008).

Dentro de las funciones estan la participacion en la trasmision sinaptica y
procesamiento de la informaciéon por las neuronas (Sofroniew & Vinters, 2010),
contribuciéon en el soporte neuronal, regulacion del metabolismo energético por
conservacion y reserva del glicogeno, formacién de la BHE, absorcién y
degradacion de neurotransmisores (Hamby & Sofroniew, 2011), regulacién de la
composicion idnica extracelular y de especies reactivas de oxigeno (ROS); por lo
tanto, mantenimiento del ambiente extracelular (De Keyser, Mostert, & Koch,
2008).

Por otro lado, los astrocitos también se han asociado con la produccion de
factores neurotréficos (factor de crecimiento neural [NGF], factor neurotréfico
derivado de cerebro [BDNF], factor neurotrofico derivado de la linea celular glial
[GDNF]), contribucion tanto en la inmunidad innata como adaptativa (Nair,
Frederick, & Miller, 2010) y formacion de cicatriz glial cuando hay perdida
neuronal; funciones claves en la regulacién del metabolismo y supervivencia
neuronal. (Takuma, Baba, & Matsuda, 2004)

2.5.1.1. Respuesta de los astrocitos ante la injuria. En respuesta a condiciones
patolégicas como isquemias, infecciones, inflamaciones, traumas, enfermedades
neurodegenerativas, entre otras, los astrocitos sufren una serie de cambios
comunes, transformandose en un fenotipo reactivo (Hamby & Sofroniew, 2011).
Los cambios experimentados por los astrocitos comprenden edema, acortamiento
de sus procesos, incremento en la producciéon de filamentos intermedios,
proliferacion celular, los cuales ocurren debido a hiperactividad de sus
mecanismos de amortiguacién por alteraciones del espacio extracelular
(Middeldorp & Hol, 2011). Este fendbmeno conocido como astrogliosis, permite
limitar el dafio causado, proteger las neuronas y evitar su muerte por eventos de
excitotoxicidad (Sofroniew, 2010).

Entre los marcadores que permiten determinar ese tipo de cambios en los
astrocitos reactivos, se encuentra la proteina acidica fibrilar glial (GFAP), la
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principal proteina estructural de los filamentos intermedios primarios, presentes en
los astrocitos, que mantiene su morfologia por lo que funcionan como marcador de
astrocitos maduros (Middeldorp & Hol, 2011); ademas, se ha demostrado que
mantiene la integridad de la BHE y modula la eficacia de las sinapsis. La
sobrerregulacién de GFAP, es un indicador significativo de gliosis como respuesta
a danos en el SNC (Fatemi et al., 2008; Garcia, Seidler, & Slotkin, 2005).

Los astrocitos presentan una serie de mecanismos de proteccién neuronal, los
cuales estan relacionados con la captacion de glutamato, un aminoacido
excitotéxico que se incrementa en la hendidura sinaptica luego de una lesion (Zou
et al.,, 2011). Este aminoacido es transformado en glutamina (aminoacido sin
actividad) por medio de la enzima glutamina-sintetasa, evitando de esta forma la
activacion de receptores ionotropicos y por consiguiente, bloqueando una serie de
cascadas que inician eventos de excitotoxicidad, continian con incremento del
calcio intracelular y finalmente llevan a la muerte celular (Nair et al., 2010).
Igualmente, por el alto contenido de antioxidantes presentes en los astrocitos y por
la produccion extracelular de precursores para el sistema antioxidante glutation
neuronal (GSH), resisten la acidosis metabdlica y permanecen viables en pH muy
bajos, por lo cual son capaces de regular iones perjudiciales para la viabilidad
neuronal, como el K" incrementado por la lisis celular y en condiciones de estrés
oxidativo regulan el desbalance de este cation (Ricci et al., 2009).

No obstante, en situaciones donde la astrogliosis se hace persistente por la
progresion del dafo, se presentan procesos neurodegenerativos como lo es la
formacion de cicatriz glial, la cual se compone principalmente de astrocitos
reactivos y proteoglicanos (Sofroniew, 2010). Esta cicatriz aisla el tejido, los
procesos de neurotransmision y regeneracion de axones lesionados (Nieto-
sampedro, Collazos-castro, Taylor, & Gudifio-cabrera, 2002); ademas, los
astrocitos también contribuyen al incremento del dafo por la produccion de
citoquinas proinflamatorias tales como IL-1B, IL-6 y TNFa (Zou et al., 2011).

2.5.2. Células microgliales. Las microglias son células dinamicas,
inmunorresidentes que representan del 10 al 20 % del total de la poblacién celular
en el SNC del adulto (Loane & Byrnes, 2010). Se encuentran uniformemente
distribuidas, siendo mas comunes en sustancia gris que en sustancia blanca
(Kitamura, Yanagisawa, Takata, & Taniguchi, 2009). Pertenecen a la linea
fagocitica mononuclear, actuan como biosensores inmunes de la regulacion
homeostatica, en consideracion a que mantienen vigilancia estricta y como
mediadores primarios de la respuesta inmune innata del cerebro contra la
infeccion, el dafio y las enfermedades (Liu & Hong, 2003a).

De acuerdo a su morfologia, la microglia se divide principalmente en 2 tipos:
ramificada y ameboide (Polazzi & Monti, 2010). Esta ultima tiene un gran cuerpo
celular con procesos cortos asemejandose a los macréfagos, se encuentra en
gran proporcién en el desarrollo del cerebro debido a que en estados embrionarios
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tardios o estados postnatales tempranos un gran numero de neuronas y
oligodendrocitos sufren muerte celular de manera natural, por lo cual, induce
apoptosis y actua como barredores de restos o debris celulares por fagocitosis
(Nakajima & Kohsaka, 1993); ademas, esta implicada en la formacion de vasos
sanguineos Yy en la produccion de factores neurotréficos que contribuyen al
crecimiento y guia de las neuritas (Kitamura et al., 2009).

Con el desarrollo del cerebro, la forma ameboide desaparece y la microglia
altamente ramificada, incrementa su numero y es considerada residente. Esta
microglia presenta un cuerpo celular pequefio, con procesos largos que se
extienden en todas las direcciones, exhibe pequefios movimientos y cambios
estructurales (Kitamura et al., 2009), esta involucrada activamente en la vigilancia
inmune (sensor) y limpieza del fluido extracelular, fagocitando segun sea
necesario para proteger y preservar el tejido sano (Luo & Chen, 2012); ademas,
expresa bajos niveles de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) clase | y Il, asi como moléculas coestimuladoras tales como CD86 y CD40,
mostrando un rol como célula presentadora de antigenos (Yang, Han, Kaur,
Crane, & Parsa, 2010).

2.5.2.1. Respuesta de la microglia ante la injuria. Cuando el cerebro es lesionado
por algun tipo de trauma o es afectado con algun desorden neurodegenerativo, la
microglia sufre cambios morfoléogicos y moleculares graduados pero
estereotipados (Luo & Chen, 2012), transformandose en un fenotipo activado y
acumulandose en los sitios afectados. Dichos cambios son proporcionados por la
severidad del tejido dafiado (Kettenmann, Hanisch, Noda, & Verkhratsky, 2011)

Los movimientos graduados y estereotipados que sufre la microglia en su proceso
de activacion se caracterizan por diversos estados. El primer estado luego de la
activacion se denomina “estado de retraccion”, donde la microglia activada
comienza a desramificarse y desarrolla un gran cuerpo celular con varios procesos
cortos y engrosados (Luo & Chen, 2012). Esto ocurre durante las primeras horas
de activaciéon y coincide con la busqueda, reconocimiento y adhesion a las
neuronas dafadas; es decir, coincide con el rapido movimiento a los sitios focales
del dafio, donde proliferan, engullen células dafiadas o muertas y presentan
antigenos para la infiltracion de linfocitos (Kettenmann et al., 2011). Durante el
final de esta fase algunas células generan nuevas protrusiones, presentando un
“‘estado de transicion”, en el cual, la retraccion de los procesos viejos ocurre
concomitantemente con la emergencia de nuevos procesos; siendo estos ultimos
mas dinamicos (Stence, Waite, & Dailey, 2001).

Posteriormente, gran cantidad de células microgliales realizan una transformacion

abrupta hacia un “estado de movilidad” mas dinamico, que involucra ciclos de

extension y retraccion de los nuevos procesos (Kettenmann et al., 2011; Stence et

al., 2001). Algunas células después de la aparicion de los nuevos procesos,

comienzan a formar perfiles en forma de copa en los que envainan, de forma
29



temporal objetos del tamafio de una célula con el fin de registrar las propiedades
de su superficie celular y asi, distinguir entre células sanas y células dahadas o
muertas, que luego seran removidas (Stence et al., 2001). La accion de registrar
juega también un papel importante en la presentacion de antigenos, en la
respuesta inmune, en remover localmente sustancias toxicas y en la distribucion
de sustancias protectivas (factores neurotroficos) producidas por la microglia
activada (Polazzi & Monti, 2010). Finalmente, si el dafio del tejido es extensivo, la
microglia desarrolla una apariencia ameboide, en el cual continua fagocitando;
posteriormente se convierte a una forma reactiva que muestra una morfologia
esferoide con pocos procesos pero que retiene la actividad fagocitica. Las formas
reactiva y activada pueden eventualmente retornar al estado residente-ramificado
(Kettenmann et al., 2011).

Los cambios exhibidos por la microglia durante su activacién se pueden identificar
a través de diferentes marcadores, entre los que se encuentra OX42-CD11b una
proteina expresada por la microglia y los macréfagos que invaden el SNC,
reconoce el receptor 3 del complemento (CR3) (Yang et al., 2010). Actualmente no
existe ningun marcador especifico para microglia, debido a que estas células por
pertenecer a la linea fagocitica mononuclear comparten muchos receptores de
superficie con los macréfagos, por lo cual se hace dificil diferenciar la microglia
con morfologia ameboide de los macréfagos (Gao et al., 2008; Windelborn &
Mitchell, 2012)

Cabe resaltar que bajo condiciones patolégicas la funcion de la microglia
permanece en controversia debido al doble papel que juega (Polazzi & Monti,
2010). Inicialmente, la produccion de factores neurotréficos tales como factor
derivado de la linea celular glial (GDNF), factor neurotrofico derivado de cerebro
(BDNF), factor de crecimiento neural, factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B), factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), neurotrofinas (NTs) factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), citoquinas anti-inflamatorias, IL-10, receptor antagonista de IL-
1 (IL-1ra) y posteriormente la reparacion del tejido dafado por eliminacién de
fragmentos de células muertas y sustancias toxicas por fagocitosis, contribuyen
con los eventos neuroprotectivos (Kettenmann et al., 2011; Kitamura et al., 2009).

Por otro lado, la expresion de sustancias neurotdéxicas como la produccion de
citoquinas proinflamatorias (IL-1B, IL12, IL6, TNF- a), radicales libres (6xido nitrico
y superdxido) que generan especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies
reactivas de nitrégeno (RNS), acidos grasos y oxido nitrico sintasa inducible
(INOS), contribuyen negativamente al aumentar el dafio neuronal (Liu & Hong,
2003). A pesar de ello se sabe que son mas los efectos neuroprotectivos que
ejerce que los efectos neurodegenerativos (Kitamura et al., 2009).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MANEJO Y CUIDADO DE LOS ANIMALES

Los animales se manipularon bajo aprobaciéon del comité de ética de la
Universidad del Tolima, quien consider6 adecuados los procedimientos de
mantenimiento, ensayo y eutanasia. Ademas, se aplicaron las normas
internacionales de proteccién y manejo de animales de laboratorio incluidas en el
‘Guide for care and use of laboratory animals’, y lo descrito en la ley 84 de 1989
(proteccion animal en Colombia) y la ley 576 de 2000 (regulacion para el ejercicio
de la medicina veterinaria en Colombia).

Las unidades experimentales usadas en este estudio fueron ratas macho albinas
de la linea Wistar, de 8 a 10 semanas de edad. Fueron suministradas por el
Bioterio de Experimentaciéon Animal de la Universidad del Tolima (BEA-UT) vy
mantenidas bajo condiciones sanitarias convencionales, controlando variables
ambientales, como humedad relativa (70-80 %), temperatura (22°C+1°C), ciclo
luz: oscuridad de 12 horas, cambios de aire: de 12 a 15 cambios por hora,
alimento balanceado comercial (Rodentina® extrudizado-Agrinal Colombia S.A.) a
15 g/rata y agua de bebida acidulada ad-libitum.

3.2. AGENTE INDUCTOR

Como agente para inducir la neurotoxicidad se us6 Clorpirifés (CPF), con nombre
comercial Lorsban al 48%, comercializado por Dow Agrosciences de Colombia
S.A. El CPF fue diluido en aceite de maiz para preparar una soluciéon madre al
0,48% (1 ml de CPF y 9 ml de aceite de maiz), a partir de la cual se preparo una
solucién de trabajo al 0,048%, conteniendo 1 ml de la solucion madre y 99 ml de
aceite. Esta solucién fue almacenada herméticamente por bioseguridad y porque
el CPF es sensible a oxidacion, para ser utilizada cada semana en la
administracion de los diferentes tratamientos

3.3. ENSAYO PRELIMINAR PARA EL ESTABLECIMIENTO DE LAS
POSOLOGIAS DEL DISENO EXPERIMENTAL

Inicialmente se realizé un ensayo piloto, en el cual se evaluaron dos posologias de
CPF (910 pg/Kg y 455 ug/Kg), basadas en los datos de toxicidad en rata,
disponibles en la literatura cientifica (Dam, Seidler, & Slotkin, 1998), con el fin de
ajustar la dosis maxima subletal a la cual el CPF no desencadenara un sindrome
colinérgico y de esta manera establecer las posologias para el disefio
experimental. Para cada posologia se emplearon 2 ratas de 260 g al inicio del
experimento. Las dosis calculadas para cada animal de acuerdo a su peso fueron
suministradas mediante sondaje gastroesofagico (gavaje) utilizando como vehiculo
aceite de maiz a un volumen de 2 ml por dosis. Las observaciones clinicas se
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efectuaron mediante monitoreo permanente de cada individuo desde la
administracion del organofosforado hasta 48 horas post tratamiento.

3.4. INDUCCION DE NEUROTOXICIDAD POR EXPOSICION SUBCRONICA AL
CPF

Se utilizaron 16 ratas con un peso promedio de 263 g al inicio del experimento,
distribuidas aleatoriamente en cuatro grupos experimentales (T1, T2, T3 y T4),
conformados por 3 animales cada uno (n=4x3) y dos grupos control (C1 y C2)
cada uno con dos ratas (n=2x2).

Todos los animales fueron tratados con igual volumen (2 ml). A las ratas de los
grupos experimentales 1 y 2 se les administraron cuatro dosis de CPF con un
intervalo entre dosis de 8 dias, a posologias de 114 pg/Kg y 228 pg/Kg
respectivamente. A los grupos 3 y 4, se les administraron ocho dosis de CPF a
iguales posologias e intervalos de tiempo. Para los animales de los grupos control
se empledé aceite de maiz como placebo administrado bajo las mismas
condiciones de los grupos tratados. EI numero de réplicas para los controles fue
reducido a dos de acuerdo a las recomendaciones de reduccion en la
experimentacion con animales vivos (Tabla 1).

El CPF para todos los animales fue mezclado y homogenizado en aceite de maiz
como vehiculo y las dosis fueron calculadas de acuerdo al peso de los animales
cada semana y suministradas mediante sondaje gastroesofagico.

Tabla 1. Disefio experimental para la induccién subcrénica del CPF

(ug/Kg) oral 4 8
114 T1 (n=3) T3 (n=3)
228 T2 (n=3) T4 (n=3)
CONTROL C1 (n=2) C2 (n=2)

*T1 y T2: CPF por 4 semanas; T3 y T4: CPF por 8 semanas; C1: aceite de maiz por 4 semanas;
C2: aceite de maiz por 8 semanas.

3.5. PERFUSION, CRIOPRESERVACION Y CORTES

Después de ocho dias de haber recibido el ultimo tratamiento, todos los animales
de cada grupo fueron sacrificados, empleando una dosis intraperitoneal de
anestesia general con pentobarbital sédico al 0,64% a posologia de 60 mg/Kg p.v.
y Xilacina al 2% (10 mg/Kg p.v.). Doce horas antes de éste procedimiento se
suspendio el alimento con el fin de facilitar el efecto del agente anestésico. Luego
de su administracion, se comprobd la presencia de signos de anestesia somatica
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profunda con pérdida de sensibilidad y de los reflejos tanto superficiales como
profundos. Tiempo seguido los cerebros fueron perfundidos por via intracardiaca y
avance aoértico con solucién salina (200 ml) y luego con paraformaldehido (PFA)
al 4% a igual volumen. Se procedid a extraer cuidadosamente los cerebros,
dejandolos por 48 horas en PFA al 4% (4°C) para completar la fijaciébn por
imbibicion (Figura 4). Posteriormente los cerebros fueron tratados con sacarosa en
gradientes de concentracion al 7%, 15% y 30% con intervalo de un dia para cada
concentracion. Finalmente se colocaron en una solucion criopreservante (30%
etilenglicol, 30% Glicerol, 25% tampon fosfato 0,4 M y 15% agua desionizada) y
se almacenaron a - 20°C, hasta la realizacion de los cortes.

Se obtuvieron cortes coronales con un grosor de 50 ym empleando un vibratomo
Vibratome 1500 Sectioning System, las muestras fueron recolectadas vy
criopreservadas en cajas multipozos hasta la realizacion de las pruebas
histoquimicas e inmunohistoquimicas. Como objeto de estudio se seleccionaron
los bregmas entre - 2.16 mmy - 3.12 mm (Paxinos, G., & Watson, C. 2007).

ocedimiento de cardiaca*

Figura 5. Pr perfsic')n intra

Fuente: Autor.

*Posicion decubito supino del animal para iniciar el procedimiento (A), Incisién a nivel de la
apéndice xifoides (B) visualizacién del higado, entrada a la cavidad toracica (C) exposicion del
corazon, los grandes vasos y los pulmones (D), introducciéon de la aguja de perfusion a través de la
pared del ventriculo izquierdo (E), decapitacion del animal y extraccion del cerebro (F), Obtencion
del cerebro perfundido (G).
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3.6. TECNICA HISTOQUIMICA

Con el fin de valorar la viabilidad y distribucion de las neuronas, se realizé la
tincion basica de Nissl, empleando como colorante el azul de toluidina. Para ello
se siguiod el protocolo estandarizado, basado en la técnica descrita de tincidn con
azul de toluidina para células Mast, (IHC World., 2011).

Inicialmente, se prepard una solucién madre al 1% (0,5 g de azul de toluidina y 50
ml de alcohol al 70%). Luego, se prepararon 200 ml de una solucion de trabajo,
conteniendo 160 ml de cloruro de sodio al 1% (pH ajustado a 2,2) y 40 ml de la
solucion madre. A continuacion, los cortes previamente montados en laminas
tratadas con gelatina porcina y completamente secos a temperatura ambiente
fueron sumergidos en la solucion de trabajo durante 10 minutos, seguidamente se
lavaron 3 veces en agua desionizada. Finalmente, se realiz6 el proceso de
deshidratacion con alcoholes al 70% y 95% durante 2 minutos cada uno y al 100%
por 4 minutos. El proceso de aclaramiento se realizé 2 veces durante 4 minutos en
xileno y las laminas fueron selladas con Consult Mount.

3.7. TECNICAS INMUNOHISTOQUIMICAS

Se seleccionaron los cortes en el bregma adecuado y se depositaron en cajas
multipozos para proceder a realizar 5 lavados con tampodn fosfato (PB) 0,1M
durante 10 minutos cada uno. Luego se realizé la inhibicidon de la peroxidasa
enddégena empleando una solucién de metanol y PB 0,1M (1:1) con peréxido de
Hidrogeno (H20;) al 30%, dejandola actuar por 20 minutos. Seguidamente se
realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno y se procedio a saturar los posibles
sitios de unién inespecifica por medio del tampodn de preincubacién con albumina
sérica bovina (BSA 1%) y Tritén X-100 al 0,3% en PB 0,1M durante 90 minutos.
Posteriormente, los cortes fueron incubados toda la noche a 4°C con el anticuerpo
primario anti-GFAP (1:500) anti-OX42 (1:100) y anti-MBP (1:100) segun el caso,
diluidos en tampdn de incubacion BSA al 0,3% y Tritdn X-100 al 0,3% en PB
0,1M.

Al dia siguiente, se recuperd el anticuerpo primario para su reutilizacion por 1 vez.
Los cortes fueron lavados 3 veces con PB 0,1 M por 10 minutos e incubados a
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario biotinilado anti-mouse o anti-
rabbit segun el anticuerpo primario empleado (1:250), por 2 horas. De nuevo, se
realizaron 3 lavados de 10 minutos y los tejidos se incubaron en el complejo
avidina-biotina peroxidasa (1:250 para cada reactivo A y B), por 2 horas a
temperatura ambiente, evitando su exposicion a la luz; este complejo se prepard
media hora antes de su uso. Luego, los cortes fueron lavados 3 veces con PB 0,1
My se llevd a cabo el revelado con el cromdgeno diaminobenzidina (DAB) al 0,1%
y H»,0O, al 0,02 % en PB 0,1 M, hasta que los cortes viraron a un color marrén
claro. Inmediatamente, se detuvo la reaccion con PB 0,1 M.
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Todas las incubaciones y lavados se realizaron en agitacion constante (shaker)
para asegurar un maximo contacto de los tejidos con los reactivos. Finalmente, los
cortes fueron montados en laminas portaobjetos tratadas con gelatina porcina.
Después de 24 horas se realizé el proceso de deshidratacion con alcoholes al
70%, 96%, 100% vy xileno, para su posterior fijacion con el medio de montaje
permanente consult mount.

En la inmunohistoquimica con el marcador anti-MBP previo al procedimiento de
deshidratacion y fijacién se realizé el proceso de contratincion empleando como
colorante el azul de toluidina durante 1 minuto, con el fin de contrastar la
inmunorreactividad de la proteina base de mielina con los somas neuronales.

3.8. ZONAS DE ESTUDIO

La sustancia blanca ha tomado gran importancia en el desarrollo de diversos
trastornos neurodegenerativos, dado que es el principal conector entre distintas
regiones cerebrales, que permite que trabajen de forma unificada; ademas, por la
implicacién directa con funciones cognitivas (lenguaje, atencién, memoria,
funciones ejecutivas) y motoras (Kaur & Ling, 2009). La mielina junto con los
axones son los directamente implicados en este tipo de dafios ya sea por
alteracién en su estructura (proteinas y lipidos) o en las células implicadas en su
desarrollo (Miron et al., 2011). Actualmente, se ha demostrado que la exposicion
cronica a los compuestos organofosforados constituye una afectacion clara sobre
este tipo de sustancia (Saulsbury et al., 2009).

Los OPs son transportados por el liquido cefalorraquideo penetrando al cerebro a
través de los ventriculos laterales. Territorios adyacentes a ellos representan
zonas fronterizas, en donde células especializadas (astrocitos y microglia) llegan a
defender y controlar los efectos contraproducentes que causan dichos compuestos
(Bruce et al., 2010).

En este sentido, se establecieron diversas zonas de estudio que permitieran
caracterizar morfolégicamente las células gliales, la mielina y los diferentes
cambios exhibidos por efecto de la neurotoxicidad. Estas zonas fueron definidas
de acuerdo a la reactividad de los marcadores, a la susceptibilidad de algunas
areas frente a los toxicos y a la correspondencia con territorios de sustancia gris o
blanca. Tales como, la zona subcortical paraventricular (ZPV), zona hipocampal
CA1, corteza somatosensorial (SIBF), capsula interna (Cl) y estriado (STR) (Figura
5).

3.9. REGISTRO FOTOGRAFICO Y DENSITOMETRIA

La determinacion de los cambios en la expresidon de las proteinas (GFAP, OX42,

MBP) y la tincion de Nissl, entre los animales tratados respecto de los controles,

se realizé mediante el registro fotografico a 10X de aumento, con la camara Motic
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Images Plus 2.0, seguido del analisis densitométrico usando el paquete de
procesamiento de imagenes Fiji-Win64 (Image-J, NIH), que genera datos en
unidades relativas de densidad.

Figura 6. Zonas de estudio evaluadas en la neurotoxicidad inducida por CPF*

Bregma -2.64 mm

] 3 z [ 1 F] 3 1

Fuente: Modificado del Atlas estereotaxico de (Paxinos & Watson, 2007).

*Representacion grafica del Bregma - 2.64 mm . Rojo: corteza somatosensorial (SIBF) Verde: zona
subcortical paraventricular (ZPV); Amarillo: hipocampo CA1; Azul: cuerpo estriado lateral; Rosado:
capsula interna.

Adicionalmente, con el marcador GFAP se determinaron y cuantificaron las
alteraciones en la morfologia de los astrocitos, evaluando variables como
densidad, area y longitud. Para ello, se tomaron imagenes a 40 X de aumento y se
midieron 15 astrocitos por zona y tratamiento. La densidad y el area fueron
analizadas a través del mismo software Fiji-Win64 y la variable longitud fue
calculada calibrando la camara y usando el Software Motic Images Plus 2.0 Multi-
Language.

3.10. ANALISIS ESTADISTICO

La variable considerada para el analisis estadistico fue densidad interior para
todos los marcadores y tinciones. Adicionalmente para el estudio de los astrocitos
de forma individual se sometieron al analisis las variables longitud, densidad y
area. Inicialmente se realizé un analisis de varianza (ANOVA) posterior a la
comprobacién de los supuestos estadisticos de normalidad (Shapiro-Wilk) y
homogeneidad de varianzas (Levene). Seguidamente, se realizé6 una prueba de
comparacién multiple entre tratamientos de Tukey &6 de Games-Howell,
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dependiendo de los resultados obtenidos en la prueba de Levene. Para todas las
pruebas el nivel de significancia fue del 5% (a=0.05). Los datos fueron procesados

mediante el uso del paquete estadistico SPSS Statistics Version 20 para Windows
(IBM, USA).
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4. RESULTADOS

4.1. ENSAYO PRELIMINAR PARA ESTABLECIMIENTO DE LAS POSOLOGIAS

En el ensayo piloto de toxicidad realizado para el establecimiento de la dosis
subletal las cuatro ratas entraron en un sindrome colinérgico aproximadamente
dos horas y media después de la administracion del CPF, manifestando signos
muscarinicos como salivacion, lagrimeo e hipermotilidad gastrointestinal con
presencia de heces blandas y humedas. Los signos nicotinicos no fueron
claramente visibles, aunque en algunos animales se observaron trismos faciales.

Todos los animales sobrevivieron a la crisis colinérgica la cual durd
aproximadamente 3 horas; sin embargo, una de las ratas a la cual se le administro
el CPF a 910 ug/Kg fue la mas afectada, expresando signos nicotinicos mas
evidentes, tales como rechinar de dientes, fasciculaciones, movimientos
masticatorios y trismos, por lo cual ésta posologia fue descartada inmediatamente
por causar un sindrome agudo no adecuado para los fines del experimento.

Por la presencia de efectos muscarinicos caracteristicos de sindrome colinérgico
incluso a la posologia de 455 ug/Kg, se establecieron para el disefio experimental,
la mitad y la cuarta parte de esta, es decir 228 ug/Kg y 114 pg/Kg, para garantizar
que estuvieran por debajo del nivel de toxicidad baja, asegurando la induccion
neurotdxica a dosis subletales.

4.2. INDUCCION DE NEUROTOXICIDAD SUBCRONICA POR CPF
La administracion de CPF en los animales tratados, no modificé el consumo de
alimento ni la ganancia de peso, el cual fue monitoreado cada semana, sin

diferencias estadisticamente significativas (Tabla 2, Figura 6).

Tabla 2. Peso corporal en gramos (g) de ratas Wistar con neurotoxicidad inducida
por CPF*

TRATAMIENTOS CONTROLES
SEMANAS T1 T2 T3 T4 C1l C2
R1 R2 R3 Rl R2 R3 Rl R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R1 R2

1 197 260 270 344 194 364 200 202 182 220 312 316 256 230 383 271
2 229 280 297 357 225 471 235 235 213 236 310 325 276 243 385 293
3 245 280 289 351 243 380 257 252 235 255 305 334 270 240 389 312
4 255 297 312 366 254 380 264 267 244 256 317 341 290 255 393 315
5 296 278 273 274 322 335 401 341
6 313 311 276 286 328 369 401 358
7 318 313 278 305 330 377 400 371
8 327 322 285 303 326 379 405 373

*T1 y T2: CPF por 4 semanas; T3 y T4: CPF por 8 semanas; C1: aceite de maiz por 4 semanas;
C2: aceite de maiz por 8 semanas.R1, R2, R3 numero de individuos por tratamiento.
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Figura 7. Pesos corporales por tratamiento durante la induccidon de neurotoxicidad
subcrénica*
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Fuente: Autor

*Promedio de pesos corporales por tratamiento. No se evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos. Grupos tratados con CPF durante 4 semanas de exposicion a
posologias de 114 ug/Kg y 228 ug/Kg respectivamente (T1,T2) y 8 semanas de exposicion a
iguales dosis (T3,T4); animales del grupo control (placebo= aceite de maiz). Grupos tratados n=3;
Grupos control n=2. F=7,13.

Asimismo, con las posologias empleadas en el ensayo (228 ug/Kg y 114 ug/Kg)
no se presenté mortalidad durante el tiempo de experimentacion, lo cual ratifica el
manejo de dosis subletales establecidas para la induccion de neurotoxicidad
aguda y subcroénica por CPF.

4.3. REACTIVIDAD DE LAS CELULAS ASTROGLIALES POR EFECTO DEL CPF

En la zona subcortical paraventricular (ZPV) se observé un incremento en la
densidad de astrocitos reactivos en los grupos tratados con CPF a posologias de
114 pg/Kg y 228 ug/Kg durante 4 semanas en relacién con el grupo control. Esta
hiperreactividad se redujo significativamente hacia las 8 semanas de tratamiento.
Por otro lado, en la zona CA1 del hipocampo se evidencié un incremento de la
reactividad astroglial en los dos tiempos (4 y 8 semanas) y ambas posologias (114
Mg/Kg y 228 pg/Kg), siendo mas evidente en los animales tratados a 228 ug/Kg de
CPF (Figura 7).
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Figura 8. Hiperreactividad de las células astrogliales en ZPV e hipocampo CA1
por efecto del CPF*
ZPV CA1 HIPOCAMPAL
I I [ 7]
TRATAMIENTOS CONTROLES TRATAMIENTOS |  CONTROLES

4 semanas

8 semanas

Fuente: Autor.

*Inmunohistoquimica del marcador de Proteina Acidica Glial Fibrilar (GFAP). Cortes coronales
representativos de animales tratados con CPF a 114 ug/Kg (A,E) y 228 pg/Kg (C,G) y sus
respectivos controles (B,D,F,H) en la ZPV e hipocampal CA1. Grupos tratados n=3, Grupos control
n=2. Bregma - 2.64. Barra de escala=100 uym (10X).

Dichas observaciones fueron corroboradas en el andlisis estadistico obteniendo
para la ZPV diferencias significativas entre el tratamiento 1 respecto al tratamiento
4 y el control, al igual que el tratamiento 2 respecto al 4 y al control (p=0,004).
Asimismo, para la zona hipocampal CA1 se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas de los tratamientos 2 y 4 con relacion al grupo
control (P=0,029); sin presentarse diferencias mediadas por la dosis o por el
tiempo entre los tratamientos (Figura 8).
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Figura 9. Inmunorreactividad de la proteina acidica fibrilar glial (GFAP) en ZPV e
hipocampal CA1*
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*Valores densitométricos en unidades relativas (UR) para el marcador de astrocitos GFAP en ZPV
e hipocampal CA1. Grupos tratados con CPF durante 4 semanas de exposicion a posologias de
114 pg/Kg y 228 ug/Kg respectivamente (T1,T2) y 8 semanas de exposicion a iguales dosis
(T3,T4); animales del grupo control (placebo= aceite de maiz). Grupos tratados n=3; Grupos control
n=2. *p<0.05 vs. Control; §§ p< 0.01 vs. T4.

Ademas de la reactividad de los astrocitos, se evidencio infiltracion o migracion de
astrocitos hacia la zona del hipocampo CA1 y hacia la zona subgranular del giro
dentado, (zonas ricas en neuronas) en los tratamientos a 4 semanas de
exposicién comparado con el grupo control. Esta infiltracion no fue evidente en los
tratamientos a 8 semanas. (Ver figura 9).

41



Figura 10. Infiltracién astrocitaria en zona CA1 y subgranular del giro dentado en
el hipocampo*

Fuente: Autor.

*Infiltracion de astrocitos reactivos en hipocampo. (A, B) animales tratados con CPF a posologias
de 114 pg/Kg y 228 ug/Kg respectivamente durante 4 semanas de exposicion.10X. (C, D)
animales control tratados con aceite de maiz.10X (F, G) animales tratados con CPF a 4 semanas.
40X. Flechas indican astrocitos en la zona CA1 del hipocampo y puntas de flecha los astrocitos
presentes en zona subgranular. Barra de escala en D =100 ym y G =50 ym.

4.4. CAMBIOS MORFOLOGICOS DE LOS ASTROCITOS PROTOPLASMICOS
EN ZONA CA1 DEL HIPOCAMPO POR EFECTO DEL CPF

Una vez hecha la valoracidon de la densidad global relativa y aleatoria, se realizé
un estudio morfolégico y morfométrico para determinar los cambios presentes en
los astrocitos. En dicho estudio se midieron 15 astrocitos por tratamiento y por
zona, evaluando la longitud, el area relativa y la densidad individual de area
medida en cada astrocito.

En cuanto a morfologia los animales control presentaron una leve inmunotincién
del marcador GFAP. Esto permitié identificar astrocitos de aspecto normal, no
reactivos, caracterizados por ser delgados, con un soma pequeio, estrecho y
fusiforme; ademas con abundantes proyecciones citoplasmaticas primarias y
secundarias largas y delgadas (Figura 10A).
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Por el contrario, en los animales tratados con CPF a diferentes dosis e intervalos
de tiempo se observo un aumento en la inmunorreactividad de GFAP, expresada
por hipercromia somatica y citoplasmatica. En ellos, se aprecié astrocitos con el
citoplasma prominente alrededor del nucleo, e hipertrofia y acortamiento de los
procesos primarios. Ademas, fue evidente el polimorfismo de los somas o cuerpos
celulares (fusiformes, ovales y/o redondeados) y una disminucion en la expresion
proteica de las proyecciones secundarias. Morfologia caracteristica de la
activacion de las células astrogliales (Figura 10A).

Por otro lado, a través del estudio morfométrico se pudo corroborar
estadisticamente que la longitud de los astrocitos aumento significativamente en
los animales tratados con la dosis de 114 ug/Kg durante 4 semanas respecto de
los demas tratamientos incluidos los controles (p=0,001) (Figura 10B, Tabla 3).

En cuanto al area de cada astrocito protoplasmico, se observé un aumento
significativo en todos los tratamientos a los cuales se les administro CPF respecto
a los controles (p=0,001); ademas se observaron diferencias significativas entre el
T2 y el T3, diferente dosis y tiempo de exposicién (p=0,016) (Figura 10B).

Finalmente la densidad de cada astrocito también aumento en los animales
tratados con CPF respecto a los grupos control, obteniendo diferencias
estadisticamente significativas con un valor p=0,001 (Figura 10B).

Tabla 3. Longitud de los astrocitos protoplasmicos y fibrosos en zona hipocampal
CA1y ZPV ftras la exposicion a CPF*

TRATAMIENTOS CONTROLES
T1 T2 T3 T4 C1 C2
HIPOCAMPO CA1 58,85 46,75 45,24 47,61 41,28 38,93
16,30 15,66 11,45 8,56 16,68 15,08
7pV 46,75 42,18 33,74 27,94 40,45 38,06
+5,66 +8,93 6,74 +7,68 5,47 19,89

*Tabla de datos expresando la media y la desviacién estdndar de las longitudes de todos los
astrocitos (n=15/zona/grupo).
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Figura 11. Cambios morfolégicos de las células astrogliales en la zona

hipocampal CA1 causados por CPF*
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Fuente: Autor.

*Cambios morfolégicos de astrocitos protoplasmicos reactivos en hipocampo CA1. (A)
microfotografias que muestran astrocitos normales de animales control (C1 y C2). Astrocitos
reactivos de animales tratados durante 4 semanas de exposicién con CPF a posologias de 114
Mg/Kg y 228 ug/Kg respectivamente (T1,T2) y 8 semanas de exposicion a iguales dosis (T3,T4).
Grupos tratados n=3; Grupos controles n=2. Bregma -2.64. Barra de escala=20 ym. 100X. (B)
salidas estadisticas de las variables evaluadas en astrocitos individuales. **p < 0.01, *** p < 0.001
vs. Control; § (T2 vs. T3 p< 0.05); ### p<0.001 (T1 vs. T2, T3, T4 y C1).
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4.5. CAMBIOS MORFOLOGICOS DE LOS ASTROCITOS FIBROSOS DE LA ZPV
POR EFECTO DEL CPF

En la ZPV los astrocitos fibrosos del grupo control mostraron una morfologia
delgada con poca inmunorreactividad del marcador GFAP y soma fusiforme. Los
astrocitos fibrosos exhibieron pocas proyecciones primarias de forma delgada y no
se evidenciaron proyecciones secundarias. (Figura 11A). Contrario ocurrié en los
animales a los que se les administré CPF los cuales mostraron unos astrocitos
fibrosos hiperreactivos, evidenciando hipertrofia de los procesos o proyecciones
primarias y somas polimérficos. Asimismo, en los tratamientos a 8 semanas en
cualquiera de las dosis se observd fragmentacion de los procesos vy
desorganizacion celular (astrocitos agolpados en determinadas regiones), tal y
como se aprecia en la figura 11A.

Estadisticamente estos cambios en los astrocitos fibrosos fueron evidentes al
medir la variable longitud, debido que los animales tratados con la dosis de 114
Mg/Kg a 4 semanas, aumentaron significativamente el tamafo de los astrocitos
mostrando diferencias con los demas tratamientos y el control (p=0,001); caso
contrario sucedié con los animales tratados con la dosis de 228 ug/Kg a 8
semanas (T4) que presentaron una marcada disminuciéon en la longitud de los
astrocitos obteniéndose diferencias estadisticamente significativas frente al T2
(p=0,001) y al control (p=0,005). También se obtuvieron diferencias entre el T2 y el
T3 con diferentes dosis y tiempos de exposicion (p=0,015) (Figura 11B, Tabla 3).

Por otro lado, los animales tratados con la dosis de 114 ug/Kg a 4 semanas,
presentaron un aumento en el area de los astrocitos fibrosos con diferencias
estadisticamente significativas en relacion al T4 (p=0,011) y al control (p=0,002).
Igualmente, los animales tratados con la dosis de 228 ug/Kg a 4 semanas
exhibieron un aumento en la reactividad con diferencias significativas en relacion
al T4 (p=0,005) y al control (p=0,001). (Figura 11B)

En cuanto a la densidad individual relativa hubo un aumento significativo en los
astrocitos fibrosos de los animales tratados a 4 semanas respecto de los del grupo
control (p=0,005). Ademas, los animales del T1 (114 ug/Kg p.v. a 4 semanas)
presentaron diferencias estadisticamente significativas con el T4 (p=0,015).
(Figura 11B).

4.6. EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE CPF SOBRE LA POBLACION
NEURONAL EN ENCEFALO.

No se presentaron diferencias significativas entre tratamientos en cuanto a la

densidad neuronal, a ninguna de las dosis (114 ug/Kg y 228 ug/Kg) y tiempos de

exposicién (4 y 8 semanas) al CPF en corteza, hipocampo ni cuerpo estriado,

realizada con la tincion de Nissl con azul de toluidina; aunque no se presenta la

imagen a color se muestran los cortes representativos de las imagenes
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procesadas en contraste de blancos y negros obtenida con el software para
procesamiento de imagenes Fiji (Figura 12).

Figura 12. Cambios morfologicos de los astrocitos fibrosos en la ZPV ocasionados

por la administracién de CPF*
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Fuente: Autor.

*Cambios morfologicos de astrocitos fibrosos en ZPV. (A) microfotografias que muestran astrocitos
normales de animales control (C1 y C2) y astrocitos reactivos de animales tratados con CPF
durante 4 semanas de exposicién a posologias de 114 ug/Kg y 228 ug/Kg respectivamente
(T1,T2) y 8 semanas de exposicion a iguales dosis (T3,T4). Grupos tratados n=3; Grupos controles
n=2. Bregma -2.64. Barra de escala=20 ym. 100X. (B) salidas estadisticas de las variables
evaluadas en astrocitos individuales. **p < 0,01, *** p < 0,001 vs. Control; § (T2 vs. T3 p< 0,05);
### p<0,001 (T1vs. T2, T3, T4y C1); t p< 0,05 (T1 vs. T4); 11 p< 0,01 (T2 vs. T4).
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Figura 13. Densidad neuronal en tres segmentos encefalicos*
SIBF CAl STR

CONTROLES TRATAMIENTOS

Fuente: Autor.
* Densidades relativas en contraste de negros de la tincién de Nissl. EI CPF no redujo la poblacién
neuronal en corteza somatosensorial (SIBF), hipocampo CA1 y estriado (STR). Cortes

representativos de animales tratados con CPF y sus respectivos controles. Grupos tratados n=3,
grupos control n=2. Bregma - 2,64.10X.

4.7. RESPUESTA DE LAS CELULAS MICROGLIALES POR EFECTO DEL CPF

En los animales de los grupos control las células microgliales presentaron una
morfologia ramificada, en la que se diferencié un soma denso, pequefio y alargado
o en forma de vastago; ademas varios procesos largos y delgados con
protrusiones (bulbos o abultamientos) digitiformes, dispersos en todas las
direcciones (Figura 13A). Esta forma ramificada se mantuvo en la mayoria de los
grupos tratados con CPF; sin embargo, se evidencio activacion microglial
caracterizada por hiperreactividad del marcador OX42, y morfologia variada de la
microglia. Dichos cambios morfoldgicos fueron registrados con base en el trabajo
publicado por Jonas et al (2012), en el cual se reconoce un primer estado de
activacion con incremento en el tamafio del soma y los procesos comienzan a
retraerse (Figura 13B); segundo, sigue aumentando el tamafio del soma los
procesos se retraen y se tornan gruesos (Figura 13 C,D); tercero, a medida que se
retraen los procesos antiguos emergen unos nuevos, estos nuevos procesos se
dirigen hacia un lado y la célula comienza a orientarse hacia el sitio del dano
(Figura 13 E,F); cuarto, todos los largos procesos se han retraido y solo
permanecen uno o dos gruesos (Figura 13 G,H); sexto, microglia se encuentra
completamente activada y presenta una apariencia de macrofago, la cual

presentaba aumento significativo del tamafio del soma y ausencia de procesos
(Figura 13 1).
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Figura 14. Células microgliales activadas por la administracion de CPF*

— -
| |

Fuente: Autor.

*Cambios morfolégicos exhibidos por la microglia a medida que se activa en animales tratados con
CPF. (A) microglia animal control (B) aumento del cuerpo celular (C, D) pérdida de la cantidad y
longitud de los procesos (E, F) nuevos procesos delgados orientados en la direccion del dafio
(G,H) retraccién de los procesos, permaneciendo uno o dos gruesos y cortos (l) microglia
completamente activada con apariencia de macrofago. Barra de escala = 20 ym. 100X

4.8. INMUNORREACTIVIDAD MICROGLIAL EN SUSTANCIA BLANCA
ENCEFALICA LUEGO DE LA EXPOSICION A CPF

En la capsula interna y ZPV se observa un incremento de la inmunorreactividad
del marcador OX42 comparado con el grupo control. (Figura 14).

Luego del analisis estadistico se demostré que en la capsula interna el CPF indujo
la respuesta microglial aun desde las 4 semanas a dosis bajas; sin embargo, el
mayor efecto se observo a 8 semanas de tratamiento mostrando diferencias
estadisticamente significativas con relacion al grupo control. (p=0,005).
Igualmente, en la ZPV se evidencié hiperreactividad de la microglia en los
tratamientos a 8 semanas de exposicién en las dos dosis empleadas, comparado
con el grupo control. (p=0,001); no obstante, en ésta zona se evidencié una muy
baja reactividad en los animales tratados con 114 pg/Kg a 4 semanas de
exposicidén, con presencia de células microgliales de aspecto ameboide y muy
poca microglia ramificada, disminuyendo de esta forma la densitometria (Figura
15).
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Figura 15. Inmunorreactividad microglial como respuesta a la administraciéon de
CPF en sustancia blanca encefélica.”
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*Inmunohistoquimica del marcador de microglia CD11b (OX42). Cortes coronales representativos
de animales tratados con CPF a 114 ug/Kg (A, E,) y 228 ug/Kg (C, G,) y sus respectivos controles
(B,DY F,H) enla Cl y la ZPV. Grupos tratados n=3; Grupos controles n=2. Bregma -2.64. Barra de
escala=100um. 10X.

Fuente: Autor.

Figura 16. Reactividad de las células microgliales producida por el CPF en dos
segmentos encefalicos*
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*Valores densitométricos en unidades relativas para el marcador de microglia OX42 en Cl y ZPV.
Grupos tratados con CPF durante 4 semanas de exposicidn a posologias de 114 pg/Kg y 228
Mg/Kg respectivamente (T1, T2) y 8 semanas de exposicion a iguales dosis (T3, T4); animales del
grupo control (placebo= aceite de maiz). Grupos tratados n=3; Grupos controles n=2. *p< 0,05,
**p<0,01 vs. Control.
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De forma ocasional algunos animales tratados con CPF a ambas dosis y en los
intervalos de tiempo establecidos presentaron microglia activada comparado con
el grupo control en segmentos como corteza somatosensorial (Ver Figura 16) y
zonas de frontera adyacentes al tercer ventriculo y a la corteza cingulada
(Imagenes no mostradas).

Figura 17. Microglia activada en corteza somatosensorial*
& . 3 i

Fuente: Autor.

*Microglia hiperreactiva presente en capa 3 y 4 de la corteza somatosensorial, de animales
tratados con CPF a 4 semanas con dosis de 228 ug/Kg (T2) Y a 8 semanas con dosis de 114
Mg/Kg vy 228 ug/Kg respectivamente (T3 Y T4) comparado con el grupo control, sin ser una
constante en todas las replicas. Bregma - 2.64. Barra de escala=100 pm. 10 X.

Otros hallazgos encontrados en el presente estudio, corresponden a la microglia
activada en las zonas CA2, CA3 y giro dentado del hipocampo. Esta microglia
normalmente presento una morfologia puntiforme, sin embargo en algunos
animales se identificé un cambio morfoldgico con apariencia ameboide. (Figura 17)

4.9. INMUNOREACTIVIDAD DE MBP EN ANIMALES TRATADOS CON CPF

En las tres zonas evaluadas (corteza somatosensorial, capsula interna y estriado)
se observd un aumento de la expresion de la proteina base mielina en los
animales tratados con CPF respecto del grupo control, siendo mas evidente el
efecto a medida que aumentd el tiempo de exposicidbn y en las zonas que
presentaban mayor distribucion de sustancia blanca como es el caso de la capsula
interna y el cuerpo estriado; ademas, en éstas dos zonas fue evidente la presencia
de formas anormales o aberrantes de la proteina, resultado que se presento
incluso en los tratamientos a 4 semanas, pero que fue mas contundente en los
tratamientos a 8 semanas (Figura 18).
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Fuente: Autor.

* Morfologia exhibida por la microglia reactiva en hipocampo. (A) Microglia activada en zona CA2 Y
CA3 de animales tratados a 4 semanas con dosis de 114 ug/Kg y 228 ug/Kg respectivamente (T1y
T2), 8 semanas de exposicidn a iguales dosis (T3, T4) y su respectivo control (B) microglia
activada en giro dentado de animales tratados con iguales dosis e intervalos de tiempo de CPF y
su respectivo control. Barra de escala=100 ym. 10X. (C) microglia ameboide en giro dentado.
Imagen superior 10X. Barra de escala=100 pm. Imagen inferior 40X. Barra de escala = 50 ym.
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Figura 19. Inmunorreactividad de la proteina base mielina (MBP) en diferentes cortes cerebrales de ratas tratadas
con CPF a cuatro y ocho semanas*
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Fuente: Autor.

*reactividad de MBP por exposicion a dos posologias de CPF (114 ug/Kg y 228 ug/Kg) durante 4 y 8 semanas. Se aprecia un aumento en
la densidad de la proteina de los animales tratados en relacion a los controles. Cortes cerebrales representativos de animales tratados con
CPF a 114 pg/Kg (A,F.K'y C,H,M) y 228 ug/Kg (B,G,L y D,I,N) y sus respectivos controles (E,J,O) en corteza somatosensorial, capsula
interna y estriado lateral. Los recuadros muestran imagenes de formas aberrantes de la proteina. Grupos tratados n=3; grupos controles
n=2. Barra de escala=100 um. 10X.
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A nivel de la corteza somatosensorial, la administracion de CPF en todos los
grupos tratados, incrementd la inmunorreactividad de la proteina base mielina
(MBP) con relacién a los controles, con diferencias estadisticas altamente
significativas para los tratamientos T1 (p=0,001), T2 (p=0,027) y T4 (p=0,001)
(Figura 17). Asimismo, los animales del T4 a los que se les administro la dosis
mas alta (228 pg/Kg) a 8 semanas, fueron los que presentaron mayor reactividad
de MBP respecto al T2 (p=0,012) y T3 (p=0,004); ademas, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los animales tratados con bajas
dosis de CPF (114 pg/Kg) a 4 semanas T1y 8 semanas T2 (p=0,049) (Figura 19).

En el cuerpo estriado el T1 no evidencié un marcaje importante de MBP, al
aumentar la dosis y el tiempo de exposicion, se presentd un incremento en la
reactividad de la proteina obteniendo diferencias significativas con respecto al
grupo control (T2 p=0,010, T3 p=0,009 y T4 p=0,001). Los animales tratados con
la dosis de 228 ug/Kg a 8 semanas (T4) presentaron gran reactividad con
diferencias significativas en relacion a los demas tratamientos (p=0,001) (Figura
19).

Por otro lado, en capsula interna se observo un aumento del inmunomarcaje de
MBP, que se hizo mas evidente en los tratamientos con la dosis de 228 ug/Kg (T2
y T4), que difieren estadisticamente del grupo control (T2 p=0,009 y T4 p=0,019)
(Figura 19).
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Figura 20. Reactividad de la proteina base de mielina (MBP) modulada por la
administracién de CPF en encéfalo*
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Fuente: Autor.

*Valores densitométricos en unidades relativas de la inmunorreactividad de la proteina base
mielina en corteza somatosensorial (SIBF), capsula interna (Cl) y cuerpo estriado (STR). Grupos
tratados con CPF a posologias de 114 ug/Kg (T1) y 228 pg/Kg (T2) durante cuatro semanas y ocho
semanas de exposicion a iguales posologias respectivamente (T3,T4). Animales del grupo control
(placebo= aceite de maiz). Grupos tratados n=3; Grupos controles n=2. *p < 0,05, **p < 0,01, *** p
< 0,001 vs. Control; § (T1 vs. T3 p< 0,05); £t (T4 vs. T3 p< 0,01); # (T4 vs. T2 p< 0,01); ###
p<0,001 vs. T4
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5. DISCUSION

5.1.EL CPF NO AFECTA LA GANANCIA DE PESO CORPORAL A DOSIS
SUBLETALES Y EXPOSICION SUBCRONICA

En la presente investigacion no se evidenciaron signos clinicos de toxicidad aguda
o sindrome colinérgico debido al manejo de dosis subletales para la induccion de
neurotoxicidad subcronica, estas dosis se encuentran aproximadamente 20 veces
por debajo de lo reportado por algunos autores (Marty et al.,, 2012; Yan et al,,
2012). Por otro lado, no se alter6 el comportamiento del consumo de alimento ni la
ganancia de peso corporal, quiza por el manejo de dosis bajas, los intervalos de
administracién y el tiempo de duracion del experimento, no influyeron en el
metabolismo energético de los animales, permitiendo de esta manera que no
hubiese perdida de peso (Tabla 2). Si bien es cierto que no se han reportado
estudios crénicos con este organofosforado, se ha documentado perdida de peso
en estudios de toxicidad aguda con CPF en ratones, asociada con signos
colinérgicos (Lim, Tay, Nadarajah, & Mitra, 2011).

5.2.EL CPF A DOSIS SUBLETALES Y SUBCRONICAS NO AFECTA LA
POBLACION NEURONAL EN RATAS

La administracion semanal de CPF a posologias de 114 ug/Kg y 228 ug/Kg
durante 4 y 8 semanas no produjo cambios en la densidad neuronal en corteza,
hipocampo ni cuerpo estriado. Resultados que pueden ser comparables con el
estudio de neurotoxicidad con CPF realizado por Mitra, Nadarajah, & Siong,
(2009), quienes tampoco encontraron reduccién significativa del recuento neuronal
en tres zonas del hipocampo (CA1, CA2, CA3); sin embargo hallaron disolucién de
los granulos de Nissl, discontinuidad en la membrana celular, picnosis en algunas
células, efecto que fue dependiente de la concentracion.

5.3. EL CPF A DOSIS SUBLETALES Y SUBCRONICAS AFECTA LA ACTIVIDAD
ASTROCITARIA ENCEFALICA EN RATAS

En el presente trabajo se pudo demostrar que la administracion semanal de CPF
por 4 y 8 semanas, incrementa la inmunorreactividad de GFAP en la zona CA1 del
hipocampo; sin embargo, la densidad mas alta se registré a la dosis de 228 ug/Kg,
lo cual sugiere un efecto dosis-dependiente. A pesar de que no se han
referenciado trabajos similares con CPF, Lim et al (2011) reportan aumento en la
reactividad de GFAP en la region hipocampal luego de la exposicion aguda a
CPF. Por otro lado, se ha documentado un incremento importante en la expresion
de GFAP luego de la exposicion de astrocitos a diversos componentes toxicos
como plomo (Sansar, Ahboucha, & Gamrani, 2011), acetato de plomo (Luthman et
al., 1991), trimetiltin (Harry et al., 2002), alcaloides piperidinicos (Hughes et al.,
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2006; Silva et al., 2007), flavonoides derivados de plantas (Silva et al., in press),
entre otros.

El incremento en la inmunorreactividad de GFAP obtenido en el presente estudio
podria deberse a una gliosis reactiva, en respuesta al dafio causado por la
exposicion subcronica al CPF (Sofroniew, 2010). La activacion astrocitaria
evidenciada puede estar relacionada con un aumento en la captacion de
glutamato extracelular, reduciendo de esta forma la excitotoxicidad (Hamby &
Sofroniew, 2011); sin embargo, la hiperreactividad astrocitaria por tiempo
prolongado observada en la zona CA1 hipocampal, puede sugerir que este sitio es
susceptible a un proceso de cicatrizacion glial, perjudicial para la interconexion
neuronal entre segmentos encefalicos y para la remodelacion tisular durante los
eventos de plasticidad (Nair et al., 2010), resultados comparables con lo reportado
por (Collombet et al., 2007) quienes demostraron formacién de cicatriz glial
detectable después de 60 dias luego de neurotoxicidad por SOMAN. Al igual que
Lim et al (2011), también se observo un aumento en la longitud, densidad y area
celular astrocitaria, que podrian explicarse por la hipertrofia y condensacion del
cuerpo celular e incremento y retraccion de los procesos, morfologia caracteristica
de la activacion de las células astrogliales (Figura 4) (Middeldorp & Hol, 2011).

En la ZPV, se evidencié incremento en la inmunorreactividad de GFAP y cambios
fenotipicos en los astrocitos fibrosos de los individuos tratados con CPF a 4
semanas; sin embargo, en los animales tratados a 8 semanas se evidencié una
disminucién marcada en la reactividad, ademas de formas astrocitarias aberrantes
en las que solo se diferenciaba el citoplasma o prolongaciones del mismo (Figura
5). Por tal motivo, se podria considerar que en esta zona de sustancia blanca la
respuesta astrocitaria es tiempo-dependiente. Resultados similares obtuvieron
Suarez et al (1999), quienes reportaron degeneracion en los procesos de los
astrocitos y reduccién del 50% en el numero de astrocitos viables en un modelo de
neurotoxicidad por aluminio, lo cual sugiere que podria deberse a la fragmentacién
de DNA y a células que experimentan procesos de apoptosis. También se ha
evidenciado disminucién en el tamano de los astrocitos en sustancia blanca
subcortical en isquemia cerebral (Sullivan, Bjorkman, Miller, Colditz, & Pow, 2010)
y condensacion de la cromatina, fragmentacion y disrupcion de GFAP, por
dehidromonocrotalina (Barreto et al., 2008).

Por lo anterior, se puede inferir que los astrocitos permanecen viables vy
funcionalmente activos durante las primeras etapas de intoxicacion, pero se van
degenerando con la progresion del dafio neurotoxico (Pascual et al., 2000). Dicha
degeneracion puede estar relacionada con clasmatodendrocis, un fenédmeno en el
cual los astrocitos sufren cambios degenerativos irreversibles que incluyen
hinchazén, desintegracion y fragmentacion de los procesos y vacuolizacion de los
cuerpos celulares; debido a que pueden llegar a estar tan acidéticos, por el intento
de regular las concentraciones de glutamato e iones, llevando a procesos
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posteriores de autofagia (Hulse, R, Winterfield, Kunkler, & Kraig, 2001; Ryu et al.,
2011)

5.4.LA HIPERREACTIVIDAD MICROGLIAL DEPENDE DEL TIEMPO DE
EXPOSICION A CPF

La administracion semanal de CPF a dosis de 114 ug/Kg y 228 ug/Kg induce una
respuesta microglial aun a 4 semanas de tratamiento, tanto en capsula interna
como en ZPV; sin embargo, los grupos tratados a 8 semanas fueron los que
registraron la densidad mas alta en la inmunorreactividad de OX42, lo cual sugiere
un efecto tiempo-dependiente. Resultados similares muestran estudios previos
como los reportados por Wang et al (2011) quienes encontraron un incremento en
el inmunomarcaje de OX42 en ratones expuestos por 40 dias a nanoparticulas de
oxido férrico (Fe20s3). Igualmente, Pott et al (2009) observaron un aumento de las
células microgliales luego de inducir procesos de desmielinizacion durante 8
semanas con cuprizona. Si bien es cierto que no se han reportado estudios
cronicos con CPF, si se ha documentado inmunorreactividad de OX42 en
intoxicaciones agudas con otro tipo de organofosforados (Collombet, 2005;
Zimmer, Ennis, & Shipley, 1997).

El aumento en la inmunorreactividad de OX42 puede estar relacionado con tres
eventos principales que ocurren cuando la microglia se activa, tales como: a)
incremento en la expresion de receptores de superficie, entre los que podemos
mencionar el receptor 3 del complemento (CR3/MAC1), receptor scavenger Al YII
(SRAI YIlI) que median la fagocitosis de mielina después del dano axonal
(Rotshenker, 2003), siendo el CR3 el que se expresa en un mayor porcentaje;
ademas, media otro tipo de actividades como producciéon de citoquinas vy
citotoxicidad (Yefenof, 2000); b) rapida proliferacion celular, mediada por la via
MAP quinasas, que se inicia por factores de crecimiento (Neuroregulin1) (Calvo et
al., 2011) y por factores estimulantes de colonia (M-CSF, GM-CSF) liberados por
las neuronas y los astrocitos(Zhang et al.,, 2009); c) cambios morfolégicos
exhibidos por estas células (Block et al., 2004; Kettenmann et al., 2011). En el
presente estudio los cambios morfolégicos evidenciados por la microglia (a pesar
de mantener su morfologia ramificada) fueron: acortamiento, engrosamiento y
disminucién en la cantidad de los procesos, aumento en el volumen perinuclear y
presencia de numerosas protrusiones en ZPV y capsula interna; ademas, en
algunos casos se encontrd microglia activada en zonas como corteza, hipocampo
y estriado; e incluso formas ameboides; resultados consistentes con lo publicado
por Wang et al (2011).

La activacion de la microglia, podria estar relacionada con dafo directo sobre los
oligodendrocitos y las neuronas, por posibles efectos de excitotoxicidad e incluso
por alteraciones en la mielina (Kaur & Ling, 2009). Se puede sugerir que la
microglia reduce el dafio y favorece la supervivencia de células adyacentes
(oligodendrocitos y neuronas), por su funcion inicial como célula presentadora de
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antigenos y su actividad fagocitica al remover restos celulares, mielina, proteina
aberrante, lipidos o sustancias extraias (Kraft & Harry, 2011; Luo & Chen, 2012);
sin embargo, se ha mencionado que el tiempo e intensidad en la activacion de la
microglia son componentes cruciales en el resultado del dafo, ya que si son bien
controlados por factores internos se mantiene el rol neuroprotectivo de éstas
células (Luo & Chen, 2012). No obstante, se ha reportado que la microglia
activada puede ejercer efectos deletéreos sobre las neuronas y los
oligodendrocitos a través de la produccion y liberacion de varias citoquinas
proinflamatorias y neurotoxicas, ademas de liberacion de radicales libres (Pott et
al., 2009). En el presente trabajo, el estimulo neurotdxico permanente inducido por
CPF posiblemente sea el responsable de una actividad microglial sostenida siendo
factible que ésta se vea modificada en la medida que se suspenda el agente
inductor.

5.5.LA  NEUROTOXICIDAD INDUCIDA POR CPF EXACERBA LA
INMUNORREACTIVIDAD DE LA PROTEINA BASE MIELINA (MBP)

En comparacion con el grupo control, la administracion semanal de CPF a dosis
de 114 pg/Kg y 228 ug/Kg incrementa la inmunorreactividad de MBP en todos los
grupos tratados, tanto en capsula interna como en corteza y estriado. Aunque lo
anterior sugiere un efecto que depende del tiempo y la concentracion de CPF, la
mayor inmunorreactividad se presentd en los animales sometidos a la dosis de
228 ug/Kg por 8 semanas y en las zonas con mayor porcentaje de sustancia
blanca como capsula interna y estriado. Resultados similares obtuvieron El-fawal
& Mccain (2008) evaluando anti-MBP sérico en un modelo de OPIDN con fenil-
saligenil fosfato. Por el contrario, otros autores han evidenciado disminucion de
MBP en diferentes modelos de desmielinizacién con diferentes agentes toéxicos
como cuprizona (Pott et al., 2009; Steelman, Thompson, & Li, 2012) o lisolecitina
(Mozafari et al., 2010)

Se evidencid morfologia aberrante de MBP, que condujo a la formacion de
estructuras desorganizadas con parches y distribucion anémala de la proteina.
Este fendbmeno se presencié en la dosis 228 ug/lKg de CPF a 4 semanas de
tratamiento, pero fue mas contundente en los grupos expuestos a 8 semanas de
tratamiento. Estos datos son consistentes con lo publicado por Millet, Marder, &
Pasquini (2012), quiénes observaron procesos de mielinizacién ectépica y
aberrante en un modelo de desmielinizacion con cuprizona.

Cabe resaltar que diversos estudios relacionados con desmielinizacién, han
determinado que este proceso se produce luego de la tercer a cuarta semana de
induccion de la neurotoxicidad (Gudi et al., 2009; Millet et al., 2012; Pott et al.,
2009) y que la remielinizacion puede comenzar aun dentro de uno o dos meses
después de la desmielinizacién activa (Hanafy & Sloane, 2011); por lo cual, se
podria sugerir que el aumento en la inmunorreactividad de MBP y las formas de
mielina aberrante exhibidas en el presente estudio, pueden estar asociadas con
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mecanismos compensatorios del organismo por los procesos de desmielinizacion-
remielinizacion que se pueden estar llevando a cabo por la neurotoxicidad
inducida con el CPF. No obstante, los procesos se podrian estar presentando de
manera acelerada mediante la sintesis de proteina de forma exacerbada y sin
obtener una mielina de morfologia y distribucion normal. Incluso, se ha
documentado un aumento en la densidad de las mitocondrias en procesos de
desmielinizacion como una respuesta adaptativa al aumento en la demanda
energética (Millet et al., 2012).

Ahora bien, estudios recientes sugieren que la exposicion a CPF puede
desencadenar una serie de eventos, que también podrian contribuir a la formacién
de estructuras aberrantes en la mielina por bloqueo en alguna fase del proceso de
remielinizacion (Hanafy & Sloane, 2011); entre ellos se encuentran: alteracion de
la funcién celular, viabilidad y genes de expresion de los oligodendrocitos (Slotkin
& Seidler, 2007), alteraciones en la expresion de MBP (Garcia, Seidler, & Slotkin,
2002), reduccién de los niveles de mRNA de la glicoproteina asociada a la mielina
(MAG) (Betancourt, Burgess, & Carr, 2006) e inhibicion de la sintesis de DNA en
oligodendrocitos indiferenciados (Garcia et al., 2002).

Del mismo modo, se ha reportado aumento en los niveles de expresiéon del mRNA
para MBP, durante la fase de remielinizacion alrededor de las areas
desmielinizadas, que se ha relacionado con el aumento en el numero de
oligodendrocitos mielinizantes y con la edad de éstas células, dado que los
oligodendrocitos mas jovenes reflejan mayores niveles de expresion que las
células de la sustancia blanca intacta (Mozafari et al., 2010). Igualmente, este
aumento en el mRNA para MBP ha sido reportado por otros autores (Nagasato,
Farris, Dubois-Dalcq, & Voskuhl, 1997; Sim, Hinks, & Franklin, 2000). Dichos
reportes del aumento en el mMRNA para MBP se podrian relacionar con el aumento
significativo que observamos con el marcador inmunohistoquimico anti-MBP.

5.6. HIPOTESIS DE LA DESMIELINIZACION INDUCIDA POR EL CPF Y LA
IMPLICACIQN DE LA REACTIVIDAD CELULAR COMO MECANISMO DE
REPARACION DEL SNC

Se presume que de una a tres semanas luego de la intoxicacion con un
organofosforado en este caso el CPF se ha producido la inhibicion de la NTE y la
consecuente formacion de un complejo enzima-organofosforado muy estable,
producto de la reaccidbn de envejecimiento enzimatico (“aging”), reaccion
indispensable para que se produzca la OPIDN (Emerick et al., 2012).

Se ha documentado que la OPIDN causa degeneraciéon axonal y procesos de
desmielinizacion, los cuales se podrian explicar principalmente por tres razones: la
primera, que la inhibicion de la NTE altera la regulaciéon normal de los canales de
calcio, presentando un aumento del calcio intracelular y activando la proteasa
neutral activada por el calcio (CANP) o calpainas, las cuales promueven la
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digestion proteica en el axon terminal. Segundo, la NTE regula los fosfolipidos y al
ser inhibida por accion del OP se incrementan los niveles de lisofosfatidilcolina en
la membrana celular produciéndose citotoxicidad, lo cual esta asociado con
desmielinizacion (Vose et al., 2008) y tercero la inhibicién en la NTE lleva a un
incremento de las proteinas quinasas dependientes de calcio/calmodulina
(Ca™/CaM quinasas), lo cual produce fosforilacion aberrante de las proteinas del
citoesqueleto; por lo anterior, se presentaria una desintegracion secundaria de las
vainas de mielina y procesos de desmielinizacion (Chang & Wu, 2010).

Por otro lado, después de 3 semanas de toxicidad inducida, se ha reportado que
se produce desmielinizacion (Gudi et al., 2009; Millet et al., 2012; Pott et al., 2009)
y a partir del mes se empiezan a llevar a cabo mecanismos de reparacion 6
remielinizacion (Hanafy & Sloane, 2011)

El dafio en la mielina y en los axones activa moléculas denominadas alarminas
(moléculas de tejidos danados, como fragmentos de mielina, células muertas,
productos denaturados, etc), que a su vez activan la microglia, la cual, presenta
receptores especificos para esas alarminas. La microglia migra al sitio del dafio y
cumple la funcién de fagocitar y limpiar debris de mielina en pro de la reparacion;
ademas, libera citoquinas (IL-1, IL-6, IFN-y, TNF-a) que contribuyen en el proceso
inflamatorio y a la proliferacion de astrocitos. Se ha demostrado que la respuesta
inflamatoria incrementa la remielinizacion, ademas, citoquinas proinflamatorias
como la IL-1 y el TNF-a promueven la proliferacion de OPCs y mantienen elevada
la densidad de oligodendrocitos en las areas lesionadas, dado que su maduracion
parece estar influenciada significativamente por el ambiente inflamatorio local
(Bruce et al., 2010). Por otra parte, la microglia libera factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) potente regulador de la respuesta proliferativa
seguida de la desmielinizacion y actua como célula presentadora de antigenos
para la infiltracion de linfocitos-T y macrofagos

Por su parte, los astrocitos en el sitio del dafio desempefian funciones claves para
la homeostasis del medio extracelular, absorbiendo iones como K, regulando la
acidosis metabdlica y amortiguando neurotransmisores como el glutamato; de esta
manera, favorecen la supervivencia tanto de las neuronas como de los
oligodendrocitos, disminuyendo la excitotoxicidad. El astrocito a su vez libera
factor 2 de crecimiento fibroblastico (FGF-2) el cual esta implicado en la
supervivencia, proliferacion y migracion de oligodendrocitos, que luego se
diferencian e inician la reparacion del dafo, formando de nuevo las vainas de
mielina, proceso denominado remielinizacion. Los astrocitos también liberan
factores derivados por ellos mismo como la proteina S100B y el factor de
maduracioén glial (FGM) que ayudan a su proliferacion.

Finalmente, este mecanismo se efectua en pro de reparar el dafo y se podria

indicar que es un proceso que demuestra retroalimentacion, dado que una célula
libera factores que estimula a la otra y asi sucesivamente, pudiendo en un
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momento dado tender a volverse redundante. En la figura 20 se plantea el posible
mecanismo de desmielinizacion y reparacion implicado en la neurotoxicidad
inducida por el CPF.

Figura 21. Hipotesis de la desmielinizacion inducida por CPF y la implicacién de la
reactividad celular como mecanismo de reparacion del SNC
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De acuerdo con los complejos mecanismos de respuesta celular que se suscitan
frente a sustancias con potencial neurotéxico, se puede inferir que la exposicién al
CPF por un tiempo inferior a 60 dias, a dosis subletales multiples semanales,
fijadas para los experimentos de la presente investigacion, induce una respuesta
celular (astrocitaria y microglial) acorde al compromiso de éstas células con el
mantenimiento de la homeostasis cerebral. De igual forma, los cambios
histoldgicos y de respuesta inmunoldgica, soportan el efecto desmielinizante de
los OPs tipo oxdén como el CPF vy el efecto remielinizante consecuente al proceso
reparativo frente a la injuria; sin embargo, no se aprecié pérdida neuronal
posiblemente debido a todos los mecanismos celulares de reparacion tisular
activados a partir de la neurotoxicidad inducida por el CPF. Finalmente, puede ser
posible que el CPF per se esté afectando directamente la estructura y la funcién
de los astrocitos. Posteriores estudios de cronicidad por exposicion a largo plazo,
ayudaran a dilucidar el mecanismo fisiopatolégico de las enfermedades
desmielinizantes inducidas por este y otros tipos de agentes quimicos.
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6 CONCLUSIONES

6.1. Por medio del estudio histoquimico se pudo evidenciar que el CPF
proporcionado a las dosis y en los intervalos de administracion utilizados, a 4 y 8
semanas no altera la densidad neuronal en corteza, hipocampo (CA1) y estriado.

6.2. El clorpirifés administrado a dosis subletales (114 ug/Kg y 228 ug/Kg) y de
forma subcrénica (4 y 8 semanas) genera procesos de desmielinizacion, con un
efecto tiempo y concentracion dependiente, evidenciados por la subsecuente
remielinizacion e inmunorreactividad de MBP.

6.3. La exposicion subcronica y a dosis subletales de CPF ocasiona cambios
evidenciables en las células astrogliales y microgliales.

6.4. La administracion de CPF a dosis subletales (114 ug/Kg y 228 ug/Kg) y de
forma subcroénica (4 y 8 semanas) incrementa la reactividad astrocitaria en la zona
hipocampal CA1, en tanto en la ZPV a 8 semanas de tratamiento redujo su
densidad.

6.5. A 8 semanas de la administracion del CPF a dosis subletales, se incrementa
significativamente la reactividad microglial en ZPV y capsula interna (efecto
tiempo-dependiente), como respuesta a la toxicidad inducida, al dano axonal y a
las alteraciones en la mielina.
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7. RECOMENDACIONES

Profundizar en la morfologia y cuantificacion de otras poblaciones celulares como
células progenitoras de oligodendrocitos en los territorios lesionados.

Realizar estudios celulares de toxicidad crénica y el efecto a largo plazo del CPF.

Estudiar la expresion y activacion de los receptores de superficie microglial
(CR3/MAC1 y SRAI YlI), las interleucinas (IL-1, IL-6) y otros factores (IFN-Y, TNF-
a) implicados en inflamacion, por efecto de la neurotoxicidad inducida por OPs.

Investigar mediante técnicas bioquimicas y de biologia molecular las proteinas
implicadas en la estructura de las vainas de mielina y sus rutas metabdlicas de
supervivencia y muerte, para determinar procesos de desmielinizacion o
remielinizacion erronea causada por el CPF

Evaluar estos marcadores en otras enfermedades neuroinmunotoxicolégicas de
caracter cronico.
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