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1. INTRODUCCION

1- PESTICIDAS Y NEUROTOXICIDAD

El uso de substancias quimicas en agricultura y en el hogar para combatir una gran
variedad de plagas ha sido generalizado durante todo el siglo pasado, ya que de lo
contrario estas plagas menguarian la produccion de las cosechas como fuente de
alimento. Sin embargo estos beneficios vienen asociados con una serie de perjuicios ya
no sélo a nivel de ecosistemas (pérdida de diversidad) sino que conllevan consecuencias
para la salud humana.

Entre estas substancias se encuentran los pesticidas o plaguicidas. La Organizacion de
las naciones unidas para la alimentacion y la agricultura (FAO, 1990) define los
plaguicidas como «cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinadas a prevenir,
destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo los vectores de enfermedades humanas
o0 de los animales, las especies no deseadas de plantas o animales que causan perjuicio o
que interfieren de cualquier otra forma en la produccion, elaboracién, almacenamiento,
transporte o comercializacion de alimentos, productos agricolas, madera y productos de
madera o alimentos para animales, o que pueden administrarse a los animales para
combatir insectos, aracnidos u otras plagas en o sobre sus cuerpos». Los pesticidas son
utiles no sélo en la industria agricola, donde se los emplea para proteger cultivos y
aumentar rendimientos de cosechas, sino también a nivel doméstico, donde son
utilizados con frecuencia para eliminar insectos o roedores.

Debido a que la mayoria de los pesticidas acttan sobre el sistema nervioso de los
insectos y los procesos neuroquimicos son similares a los del sistema nervioso de
humanos, los hace especialmente peligrosos por su neurotoxicidad. Neurotoxicidad se
define como un cambio estructural o una alteracion funcional del sistema nervioso
debido a una exposicion a un agente quimico, bioldgico o fisico (Philbert et al, 2000).
En los Gltimos afios existe una gran preocupacion por el aumento de la incidencia de los
trastornos del aprendizaje y del desarrollo en los nifios. Por ejemplo las tasas de
prevalencia del trastorno del espectro autista y del sindrome del trastorno por déficit de
atencion con hiperactividad (TDAH) parecen ir en aumento en todo el mundo
(Grandjean y Landrigan, 2014).

Durante el desarrollo, el cerebro humano es inherentemente mucho mas vulnerable a las
lesiones causadas por agentes toxicos que el cerebro de los adultos. En parte esto es

debido a que durante el desarrollo el cerebro carece de barrera hematoencefalica, la cual
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se va formando en el periodo prenatal y se completa a los seis meses de edad en
humanos (Rodier, 1995). Esta barrera es la encargada de proteger al cerebro de
substancias toxicas y por ello la carencia de ésta durante el periodo perinatal hace que
dichas substancias puedan alcanzar el cerebro del feto y del neonato mas facilmente. El
desarrollo cerebral se produce durante la gestaciéon y continta en el periodo neonatal.
Por ejemplo, los procesos de proliferacion y migracion neuronal contintan en el periodo
postnatal (Rodier, 1995). Las sustancias neurotdxicas llegan al cerebro del feto a través
de la sangre de la placenta y al de los neonatos a través de la leche materna.

La exposicion a contaminantes ambientales, incluyendo los pesticidas, durante el
desarrollo temprano del cerebro puede conducir a déficits neuroldgicos (Costa et al,
2004). Se ha asociado a alteraciones neuroldgicas en los nifios, incluyendo alteraciones
de las funciones motoras, agudeza visual, memoria a corto plazo o atencién (Landrigan,
2001; Bjarling-Poulsen et al, 2008).

2- PESTICIDAS Y BIOACUMULACION

Los pesticidas se adhieren a los tejidos de las plantas y se acumulan en los suelos, en la
atmosfera y en el entorno en general. Una vez volatilizados, se distribuyen por todo el
mundo, contaminando areas alejadas millones de kilometros del lugar de partida.
Algunos contaminantes ambientales, entre ellos algunos pesticidas, son muy
persistentes y resistentes a la degradacion bioldgica. Los organoclorados, por ejemplo,
son muy poco solubles en agua y al ser lipofilos tienen la capacidad de bioacumularse
en los tejidos grasos de organismos y biomagnificarse en la cadena trofica (Cerrillo et
al, 2006). La bioacumulacion es un proceso en el cual las substancias, en este caso los
pesticidas, penetran en la cadena alimentaria a través de los herbivoros o directamente a
través de la piel de organismos acuaticos como los peces o diversos invertebrados y su
concentracion se va incrementando en los tejidos de aquellos animales que ocupan los
eslabones mas altos de la cadena trofica, siendo los méas vulnerables los bebés y las
mujeres embarazadas (Muckle et al, 2001).

Todos estamos expuestos indirectamente a plaguicidas y otros productos agroquimicos a
través de los alimentos, el agua, la jardineria y el uso doméstico. Sin embargo, la
mayoria de estudios epidemiolégicos se han realizado en los agricultores y sus familias
ya que éstos se exponen y estdn en contacto directo con grandes cantidades de

pesticidas, a veces a diario, y por tanto son mucho mas vulnerables (Harari et al, 2010).



Un estudio realizado en el sur de Espafa evidencia que las mujeres de zonas agricolas
tienen una mayor concentracién del pesticida endosulfan en su tejido adiposo con
respecto a las de zonas no agricolas (Cerrillo et al, 2006). Otro estudio realizado en
mujeres embarazadas que residieron relativamente cerca de alguna explotacion agricola
donde se usaron pesticidas, mostré que estos nifios que habian estado expuestos a
pesticidas tenian un mayor riesgo de sufrir trastornos del espectro autista y retrasos en el
desarrollo (Shelton et al, 2014).

Estudios recientes apuntan a que el uso de insecticidas en hogares de zonas urbanas
provoca una mayor exposicion a éstos que en la poblacién no urbana, debido a que se
usan en interiores, por tanto lugares con escasa iluminacion, lo cual retarda la
degradacion y se van acumulando mayores concentraciones en el ambiente (McKelvey
et al, 2013).

Los efectos de exposiciones de la poblacion normal a bajas concentraciones de

pesticidas estan todavia escasamente estudiados.

3- TIPOS DE PESTICIDAS

Existen diferentes tipos de pesticidas desde el punto de vista quimico. Cuatro grandes
familias quimicas de pesticidas son: organofosforados, piretroides, organoclorados y N-
metil-carbamatos. En la Figura 1 se muestra un compuesto representativo de cada una

de estas familias, elegido para desarrollar el trabajo.

Figura 1: Formulas moleculares de los pesticidas utilizados.
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3.1- ORGANOFOSFORADOS

Estos pesticidas han sido utilizados masivamente en las Ultimas décadas para combatir
diferentes plagas. Su principal accion es la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa
(AChE) (Carr et al, 2001). El pesticida representativo de esta familia que hemos
utilizado es el clorpirifos (CPF) (Figura 1).

3.1.1- CLORPIRIFQOS

El  clorpirifos  (O,0-dietil-O-(3,5,6-tricloro-2-piridinil)-fosforotioato, CPF) es
moderadamente toxico, con una dosis letal (DL50) oral de 135-163 mg/kg en ratas
(Worthing y Walker, 1987).

El CPF ha sido uno de los pesticidas mas utilizados de la ultima década, tanto a nivel
domeéstico como en la agricultura. Mas del 60% del uso de CPF en los Estados Unidos
se encuentra en 3 cultivos, maiz (39%), frutos secos (15%) y soja (9%). Su uso en
arboles frutales representa un 10% adicional del total de uso. Hoy en dia, los usos no
agricolas representan menos del 3% del total de solicitudes de CPF y se limitan al
control de mosquitos para fines de salud publica y el control de insectos en campos de
golf (Eaton et al, 2008). El uso de CPF como pesticida no agricola para combatir plagas
de insectos tales como cucarachas, termitas o pulgas y garrapatas en animales fue
prohibido en EEUU en 2002 y en Europa en 2007 debido a su neurotoxicidad
(Richardson y Chambers, 2005).

Aunque el CPF se degrada rapidamente en el medio ambiente, los niveles residuales
pueden persistir largos periodos de tiempo. Es poco soluble en agua y rapidamente se
une a particulas en el suelo o en las plantas. Si entra en un sistema de agua se volatiliza
desde la superficie de ésta. EI CPF y sus metabolitos son susceptibles a la
fotodegradacion, con una vida media de aproximadamente 3 dias; en presencia de
radicales hidroxilo en la atmosfera la vida media se reduce a alrededor de 6 horas. Sin
embargo, en ambientes interiores, el CPF puede persistir varios meses debido a la
relativa falta de luz solar, agua y/o microorganismos del suelo que contribuyen a su
rapida degradacién en exteriores. Debido a su alta lipofilicidad tiende a acumularse en
el tejido graso. También se une a la albdimina plasmatica, por lo que los niveles libres en

sangre son bajos.



El CPF per se tiene poca capacidad de inhibicion de la AChE, pero cuando sufre
desulfuracion oxidativa da lugar a su metabolito activo oxon-clorpirifos que se une de
forma irreversible a la AChE, inhibiéndola potentemente. Esto produce la acumulacion
de la acetilcolina en la hendidura sinaptica lo cual sobre-estimula sus receptores tanto

muscarinicos como nicotinicos (Betancourt y Carr, 2004; Eaton et al, 2008).

3.1.2- Efectos de la exposicion a clorpirifos

El CPF es el organofosforado cuya neurotoxicidad en modelos animales ha sido maés
extensamente estudiada.

La exposicion aguda a altos niveles de CPF induce convulsiones, insuficiencia
respiratoria, coma y la muerte. Algunos estudios sugieren que la exposicion a CPF en
adultos puede estar relacionada con la depresion, pudiendo explicar la elevada
asociacion entre la exposicion a CPF y el alto nimero de suicidios (London et al, 2012).
La exposicion aguda a CPF en ratas adultas induce déficits en el aprendizaje de una
tarea espacial en el test acuatico de Morris (Cafadas et al, 2005). En el estriado de
ratones adultos tratados durante siete dias con CPF (30mg/kg) por via subcutanea se
altero la expresion de genes implicados en el crecimiento y la diferenciacién celular, la
sefializacion por AMP ciclico, la sintesis y liberacion de neurotransmisores y la funcién
de receptores de neurotransmisores como la acetilcolina (ACh) y la dopamina (DA)
(Torres-Altoro et al, 2011).

Aunque la neurotoxicidad aguda del CPF estda mediada por la inhibicion de la
acetilcolinesterasa, se ha observado deterioro cognitivo y motor en ratas mucho tiempo
después de la Gltima exposicion al CPF, presumiblemente por mecanismos distintos de
la inhibicién de la AChE (Carr et al, 2001; Terry et al, 2012). Por ejemplo, en crias de 7
dias, dosis por debajo de 2 mg/kg de CPF no inhiben la AChE, pero alteran la expresion
de unos pocos genes (Ray et al, 2010).

Algunos mecanismos por los que el CPF produce efectos independientes de la
inhibicién de la AchE podrian ser la modificacion covalente de proteinas a través de la
unién a residuos de tirosina y lisina (Grigoryan et al, 2008), la peroxidacion de lipidos
en el cerebro en desarrollo (Slotkin et al, 2005), alteraciones en la expresion de factores
neurotroficos durante el desarrollo (Slotkin et al, 2007) o la induccion de respuestas
inflamatorias aumentando los niveles de citocinas (Rohlman et al, 2011; Singh y Jiang,
2003). En una linea celular, el CPF indujo estrés oxidativo, por aumento de la

formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), una reduccién en el contenido de las
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principales defensas no enzimaticas del organismo como el glutation reducido (GSH)
intracelular y aumento de la enzima catalasa (CAT), sugiriendo que el CPF altera el
equilibrio redox (Chiapella et al, 2013).

El CPF altera la neurotransmision colinérgica, serotonérgica y dopaminérgica en ratas
expuestas tras el nacimiento (Slotkin et al, 2007; Carr et al, 2001) o durante el
desarrollo del embriodn, entre los dias 17-20 de gestacion (Eaton et al, 2008).

La exposicion prenatal o neonatal a CPF causa diferentes alteraciones neuroldgicas en
roedores, incluyendo cambios en las habilidades y rendimiento del aparato locomotor
(Dam et al, 2000) y alteraciones cognitivas (Chen et al, 2014). Otros estudios
demuestran que la exposicion cronica a dosis subtoxicas de CPF en crias hembras,
induce un aumento de la ansiedad (Braquenier et al, 2010), hiperactividad (Levin et al,
2002) y alteraciones en el aprendizaje y memoria cuando son adultas (Icenogle et al,
2004). La exposicion durante el desarrollo cerebral a pesticidas organofosforados altera
la neurogeénesis. Esto podria explicar la persistencia de déficits en la funcién cognitiva a
largo plazo, cuando los animales son adultos (Chen et al, 2014). Tras una Unica
exposicion oral a 5 mg/kg de CPF el dia 10 postnatal, se observo una disminucion de la
actividad motora en ratones a los 2 y 5 meses de edad. El reconocimiento del lugar
(capacidad cognitiva) no se afectd (Lee et al, 2015a).

Los efectos de la exposicion a CPF son diferentes segun el periodo, la duracion, la dosis
y la via de exposicion. Los estudios en animales evidencian que la exposicion a CPF
durante el desarrollo se asocia con alteraciones neurolégicas, sugiriendo que este tipo de
pesticidas representan un riesgo potencial durante el desarrollo del cerebro en humanos
(Li et al, 2012; Braquenier et al, 2010).

Se ha demostrado una asociacién entre la exposicién a CPF y el TDAH en nifios
(Bouchard et al, 2010). La exposicién prenatal a CPF se ha relacionado con alteraciones
en el desarrollo neuroconductual, menor capacidad cognitiva en nifios de 7 afios y con
problemas de conducta, déficits de memoria a corto plazo, déficits motores, déficits de
atencion y comportamientos hiperactivos en nifios de 5 afios (Bouchard et al, 2011).
Estas alteraciones neuroldgicas causadas por la exposicion a CPF durante el desarrollo
no estan bien caracterizadas y los mecanismos responsables de las alteraciones

cognitivas y motoras estan poco estudiados.



3.2- CARBAMATOS
Los carbamatos son ésteres derivados de los &cidos N-metil o dimetil carbdmico. Este
grupo de pesticidas comprende mas de 25 compuestos que se emplean como

insecticidas y algunos como fungicidas, herbicidas o nematicidas (Ecobichon, 2001).

3.2.1- CARBARIL

El carbaril ((1-naftil N-metilcarbamato), CARB) (Figura 1) se usa hoy en dia como
pesticida y herbicida. Se considera un insecticida de amplio espectro ya que es utilizado
para el control de méas de cien especies de insectos. En la agricultura se utiliza en los
citricos y otras frutas, verduras, forraje, bosques, campos de cultivo, frutos secos,
plantas ornamentales, pastizales, césped y arboles de sombra. En octubre de 2009 habia
47 formulaciones que lo contenian, con concentraciones que oscilaban entre 0,126% y
99%. Tiene una vida media de 10 dias y la ruta mas probable de exposicién es a través
de la piel en un dmbito ocupacional. Su carécter lipofilo y el hecho de que la mayoria de
las formulaciones contienen disolventes organicos y emulsionantes aseguran una
penetracion dérmica rapida y una absorcion en la circulacion sistémica (Ecobichon,
2001).

La dosis letal (LD50) en ratas estéa entre 233 y 840 mg/kg (Medical Toxicology Branch
Department of Pesticide Regulation California Environmental Protection Agency, June,
2014). Su mecanismo de accién es la inhibicion reversible de la AChE periférica y
central (Moser et al, 2010). La carbamilacién de la AChE es mas efimera que la
fosforilacion de su centro activo (mecanismo de accion del CPF) y por tanto la actividad
de la AChE vuelve a sus niveles normales en pocas horas (Padilla et al, 2007). A
diferencia de los organofosforados los carbamatos no requieren bioactivacion, por lo
que su toxicidad se manifiesta rapidamente, generalmente tras la hora de su ingestion.
Debido a su répida reversibilidad y eliminacion con la orina, se sigue usando

ampliamente.

3.2.2- Efectos de la exposicién a carbaril

Algunos estudios en animales con exposicion aguda a CARB han mostrado alteraciones
motoras como disminucién de la actividad motora, principalmente la vertical, en ratas
(McDaniel et al, 2007); problemas neuromusculares severos e incoordinacion motora en
cerdos (Smalley et al, 1969) o aumento de la actividad locomotora en un entorno

familiar pero reduccion de la actividad exploratoria en un nuevo entorno en ratas tras
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una administracion de 10 mg/kg de CARB (Singh, 1973). También se han descrito
alteraciones cognitivas en ratas, como disminucion en la memoria de trabajo, de manera
dependiente de dosis, veinte minutos después del tratamiento con CARB (Heise y
Hudson, 1985 a, b). La exposicion a CARB produce alteraciones morfométricas en el
cerebro de ratas (Robinson y Broxup, 1997) y también se han descrito cambios en el
electroencefalograma (EEG) (Dési et al, 1974). Las ratas jovenes expuestas a CARB
son mas susceptibles que las adultas, probablemente debido en parte a una menor
capacidad de desintoxicacion en los jovenes, en particular con respecto a
carboxilesterasas y A-esterasas, las cuales juegan un importante papel en la eliminacién
del CARB (Moser et al, 2010). Una unica exposicion oral a CARB (5 y 20 mg/kg) el dia
10 postnatal disminuy0 la actividad motora en ratones, a los 2 y 5 meses. Ademas, los
ratones expuestos a la dosis mas alta mostraron alteraciones en el reconocimiento de un
entorno nuevo indicando déficits cognitivos (Lee et al, 2015a).

La administracion aguda de CARB inhibe la AChE, mientras que la administracion
cronica no (Sachana et al, 2001). Otros mecanismos de neurotoxicidad podrian ser:
accion como antagonista de los receptores de estrogenos (Lemaire et al, 2006);
inhibicidn del crecimiento de neuritas (Sachana et al, 2003) y alteraciones de la funcién
inmune (Jorsaraei et al, 2014).

Los estudios sobre los efectos del CARB en humanos son escasos. Branch y Jacqz
(1986) describieron por primera vez el caso de un hombre de 75 afios con una excesiva
exposicion a largo plazo al CARB. Los sintomas eran sindrome debilitante, incluyendo
dolores de cabeza, pérdida de la memoria, debilidad muscular proximal o anorexia. En
el momento del diagnostico, los niveles de seudocolinesterasa en suero eran bajos y sus
principales sintomas se resolvieron tras la terminacion de la exposicion. Caracteristicas
clinicas tardias fueron apnea del suefio y el desarrollo progresivo de una neuropatia
periférica. La exposicion a carbamatos se ha asociado con un aumento del riesgo de
retraso en el neurodesarrollo en nifios residentes cerca de zonas de uso de carbamatos
(Shelton et al, 2014) y la exposicion fetal al carbamato propoxur se ha relacionado con

desarrollo motor deficiente en nifios de dos afios (Ostrea et al, 2012).



3.3- ORGANOCLORADOS

Un organoclorado es un compuesto quimico organico en el que algunos de los 4&tomos
de hidrégeno unidos al carbono han sido reemplazados por atomos de cloro. Los
organoclorados son un grupo de pesticidas artificiales desarrollados principalmente para
controlar las poblaciones de insectos plaga. La mayoria son subproductos de industrias

y pueden llegar a ser cancerigenos.

3.3.1-ENDOSULFAN

El endosulfan (6,7,8,9,10,10-hexachloro-1,5,5a,6,9,9a-hexahydro-6,9-methano-2,4,3-
benzodioxathiepin-3-oxide) (END) (Figura 1), es un plaguicida ciclodieno clorado que
contiene solamente un enlace doble y esta clasificado en la categoria de contaminante
organico persistente. Su preparacion comercial consiste en una mezcla de dos isomeros
de aproximadamente 64-67% o-endosulfan y 29-32% B-endosulfan. Fue utilizado de
forma masiva en la agricultura para el control de plagas en los vegetales, algodon y
frutas durante las décadas 70 y 80 del siglo pasado.

La organizacion mundial de la salud (OMS) ha clasificado este pesticida como
moderadamente toxico por su caracter genotoxico. EI END es un disruptor endocrino.
Por este motivo se prohibié su uso como pesticida en EEUU en 2002 y en 2005 la
Union Europea decidio excluirlo de la lista comun de productos fitosanitarios
autorizados (2005/396/CE). Dos afios mas tarde fue prohibido por completo en Espafia.
Sin embargo es un contaminante persistente que se sigue encontrando en cantidades
significativas en el medio ambiente, animales y humanos. La vida media del END vy sus
metabolitos es de 0,7 a 6 afios. Tiene la capacidad de bioacumularse y biomagnificarse
en la cadena alimentaria, por lo que la poblacion mundial hoy en dia sigue expuesta a
este xenobiotico. La biorremediacion del END esté recibiendo mucha atencion como
una alternativa a otros métodos para su eliminacion (como la incineracion). La
biorremediacion consiste en la degradacion de compuestos organicos por
microorganismos para conseguir derivados menos persistentes y tdéxicos. Los
principales metabolitos que se forman durante la degradacion microbiana son el
endosulfan diol, sulfato de endosulfan-éter, hidroxiéter endosulfan, endosulfan-lactona
y endosulfan dialdehido, entre los cuales el sulfato de endosulfan es el principal
metabolito toxico que persiste mas tiempo en el suelo y tiene un potencial de
bioacumulacion. En un estudio realizado por Silambarasan y Abraham, (2013) se

demostro que dos tipos de hongos, Botryosphaeria laricina JAS6 y Aspergillus Tamarii
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JAS, llevan a cabo la degradacion del END de forma sencilla, rapida y muy eficaz. Pero
la caracteristica mas importante es que estas cepas fueron capaces de degradar el sulfato
de END.

3.3.2- Efectos de la exposicidn a endosulfan

El END se une y bloquea el canal del cloro (CI-) del receptor del acido gamma-
aminobutirico (GABA) tipo A. Es un antagonista no competitivo. Los receptores GABA
son los principales neurorreceptores inhibitorios en el cerebro de mamiferos. Cuando el
GABA se une a su receptor, el canal se abre y entra el Cl- a través de un gradiente
electroquimico produciendo hiperpolarizacion de la membrana celular e inhibicion del
disparo de las neuronas. EI END impide que el Cl- entre en las neuronas, lo que resulta
en una excitacion incontrolada.

Ademas de la neurotransmision GABAérgica, el END también afecta a otros
neurotransmisores como la dopamina (DA). En ratas adultas expuestas durante 10 dias a
3 mg/kg de END se alter6 el transporte de DA (Anand et al, 1985). La exposicion
repetida a dosis bajas de END produce hiperexcitabilidad asociada con estimulacion de
receptores muscarinicos de acetilcolina, produce comportamiento agresivo, deteriora el
aprendizaje activando el sistema serotonérgico e induce hiperactividad y movimientos
circulares a través de la modulacion del sistema dopaminérgico (Anand et al, 1985 y
revisado por Paul y Balasubramaniam, 1997). Otros efectos del END son el aumento de
algunas citocinas pro-inflamatorias, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y
la interleucina-1p (IL-1pB), en el plasma de ratas adultas tras exposicion oral durante
cinco dias (Omurtag et al, 2008).

Paul et al, (1995) estudiaron los efectos neuroconductuales y hepéaticos 30 dias después
de la administracién crénica de END (3,0 y 6,0 mg/kg/dia) por via oral en ratas adultas,
comparando los efectos en machos y hembras. La coordinacion motora y la actividad
AChE no se alteraban en ninguno de los dos sexos. Los procesos de aprendizaje y
memoria estaban empeorados igual en machos que en hembras. En hembras expuestas a
6 mg/kg se produjo un 30% de mortalidad. EI END estimulé la actividad motora
espontanea mas notablemente en machos que en hembras. Estos hallazgos sugieren que
existen diferencias de género en los efectos de la exposicion repetida a dosis subletales
de END en ratas (Paul et al, 1995).

Durante el desarrollo cerebral el GABA juega un papel importante en procesos como la

migracién, la maduracion morfolégica y la diferenciacion neuronal (Deidda et al. 2014).
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La exposicion a END durante el desarrollo también altera otros sistemas de
neurotransmisores. La exposiciéon a END 0,6 o 6,1 mg/kg/dia desde el inicio de la
gestacion hasta el destete inhibe los sistemas aminérgicos estriatales en ratas macho
adultas (60 dias postnatal), disminuyendo la concentracion de serotonina (5-HT) y
norepinefrina. Sin embargo, en hembras disminuye el contenido de norepinefrina y
aumenta la DA y 5-HT por exposicion a la dosis més alta, 6.12 mg/kg/dia, pero no a la
dosis baja. Esto sugiere que los efectos del END sobre la neurotransmision
monoaminérgica son diferentes en machos y hembras (Lafuente y Pereiro, 2013). En
crias cuyas madres fueron expuestas a END durante la gestacion y la lactancia esta
alterado el metabolismo de la DA y la 5-HT y aumentado el contenido de aminoécidos y
de 5-HT en la corteza prefrontal (Cabaleiro et al, 2008).

La exposicion prenatal y durante la lactancia a END también altera la funcion de la
glandula pituitaria, afectando a la secrecion de la hormona luteinizante (LH), de la
prolactina y de la hormona estimulante de la tiroides (TSH) implicada en el desarrollo
del cerebro. A nivel hipofisario el END modifica la expresion y liberacion del ARNm
que codifica para los genes NOS1 y NOS2 sugiriendo que el estrés nitrosativo puede
estar implicado en la toxicidad endocrina del END (Caride et al, 2010).

En ratones, una Unica exposicién oral a END (0.5 mg/kg) el dia 10 postnatal, disminuyd
la actividad motora y la capacidad de habituacién a un ambiente nuevo, incluso meses
después de la exposicion, indicando que los efectos pueden ser persistentes (Lee et al,
2015b). La administracion oral de END (2 mg/kg/dia) durante 90 dias en ratas macho
inmaduras inhibid la respuesta de escape y de evitacion, aumento la concentracion de 5-
HT en las regiones del cerebro medio y estimulé la actividad motora espontanea. La
coordinacion motora en el rotarod no se vio afectada. Los autores concluyeron que el
END inducia déficits de motivacion pero no motores y sugerian que podia producir
déficits de aprendizaje y memoria (Paul et al, 1994).

Estudios epidemioldgicos en humanos sugieren que la exposicion a END puede estar
relacionada con casos de autismo y toxicidad en la reproduccion masculina (Silva y
Gammon, 2009; Rastogi et al, 2014; Saeedi y Dehpour, 2015). Roberts et al. 2007 y
revisado por Silva y Gammon, 2009, ponen de manifiesto que hay una relacion entre la
exposicion a END y un aumento de casos de autismo en nifios cuyas madres vivian en
zonas agricolas donde se usaba el pesticida. Sin embargo la dosis a la que habian sido
expuestos, el tiempo de exposicion, etc., no pudo ser determinado y por tanto son

necesarios estudios mas exhaustivos para confirmar la hipdtesis.
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3.4- PIRETROIDES

Los piretroides se clasifican en dos grupos: los del grupo | no tienen un grupo ciano en
el carboxilo alfa y los de tipo Il si lo tienen. Todos los piretroides comparten varias
caracteristicas en comun, como tener un resto &cido, un enlace éster central y un resto
de alcohol.

Insecticidas piretroides han sido utilizados en formulaciones agricolas y caseras durante
mas de 30 afios y representan aproximadamente una cuarta parte del mercado de los
insecticidas en todo el mundo (Casida y Quistad, 1998). Actualmente, 16 piretroides
estan registrados para su uso en Estados Unidos en una gran variedad de productos
agricolas o de consumo. A menudo los piretroides son vendidos y/o utilizados en forma
de mezclas que contienen una combinacion de dos o mas compuestos (Shafer et al,
2005). Los piretroides se han convertido en la clase predominante de insecticidas para
combatir plagas de insectos y sobretodo de mosquitos, utilizdndose para combatir
enfermedades transmitidas por los mosquitos como la malaria, la enfermedad de Chagas
o0 la lapediculosis. Debido a su baja persistencia ambiental y al desarrollo de una lenta
resistencia son un ingrediente comun en los insecticidas domésticos y en los productos
usados para el control de ectoparasitos en animales de compafiia (Walters et al, 2009).
La abundancia y variedad de usos de los piretroides contribuyen al riesgo de exposicion
y sus efectos adversos en la poblacion general (Soderlund, 2012). La substitucion de
productos que contienen organofosforados por piretroides se ha relacionado con un
aumento de las tasas de incidencia de intoxicaciones agudas por plaguicidas de
piretrinas y piretroides entre 2001-2005 (Walters et al, 2009).

La exposicion a los piretroides ha sido ampliamente documentada en los seres humanos,
incluyendo la exposicion de las mujeres embarazadas, bebés y nifios, midiendo los
niveles de metabolitos de estos pesticidas en la orina. Estos estudios ponen de
manifiesto que los humanos estamos expuestos a los piretroides a través de la dieta y
aungue los niveles estan por debajo de los considerados peligrosos es un dato
preocupante (Berkowitz et al, 2003; Heudorf et al, 2004; Schettgen et al, 2002; Whyatt
et al, 2002).

El principal modo de accién de los piretroides, tanto en insectos como en mamiferos, es
alterando la actividad del canal de sodio dependiente de voltaje (VSSC), prolongando su
apertura y provocando una hiperpolarizacion del potencial de membrana (Narahashi,
1996). Los pesticidas de tipo | prolongan la apertura del canal sélo el tiempo suficiente

para causar un nuevo disparo, mientras que los de tipo Il mantienen abiertos los canales
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largos periodos de tiempo provocando que el potencial de membrana se despolarice en
ultima instancia hasta el punto de que la generacion de nuevos potenciales de accién no
es posible (Rinkevich et al, 2013).

Los piretroides se han relacionado con diferentes trastornos neurolégicos como el
Parkinson (Tripathi et al, 2014; Costa, 2015).

3.4.1- CIPERMETRIN

El cipermetrin ((R, S)-a-ciano-3-fenoxibencil-2,2-dimetil (1, R, S)-cis, trans-3-(2,2-
diclorovinil ciclopropano-carboxilato, CYP) (Figura 1) pertenece al tipo Il de
insecticidas piretroides.

El CYP es metabolizado y excretado rapidamente, principalmente en la orina en forma
de metabolitos polares. Sin embargo, un estudio detecté concentraciones entre 4.9-33.3
ng/mL en el liquido amnidtico, en el suero del cordon umbilical y en el suero materno
en las mujeres embarazadas y los recién nacidos. Una posible explicacion es que el
compuesto puede ser liberado a la circulacion de la sangre materna y entrar en el
ambiente fetal. Debido a su caracter lipofilico, el CYP puede ser retenido por los tejidos
adiposos (Bossi et al, 2013).

3.4.2- Efectos de la exposicion a cipermetrin

La neurotoxicidad del CYP ha sido revisada por Singh et al (2012). EI CYP, ademas de
potenciar la actividad de canales de sodio, modula la funcién de canales de cloro, calcio
y potasio dependientes de voltaje, altera la funcion de receptores de glutamato y
acetilcolina, induce estrés oxidativo y dafio en el DNA en neuronas. También modula el
nivel de neurotransmisores como GABA y DA. Puede ser un posible causante de la
enfermedad de Parkinson esporadica, asociada a la influencia de contaminantes
ambientales neurotdxicos, ya que induce neurodegeneracion de neuronas
dopaminérgicas de la sustancia nigra. Sin embargo, los efectos son diferentes segun la
dosis, el tipo de exposicion, la edad, etc, lo cual dificulta sacar conclusiones mas claras
(Singh et al, 2012).

La exposicion prenatal a CYP altera la neurotransmision monoaminérgica. Disminuye
los niveles de DA y aumenta el &cido homovalinico (HVA), producto de la degradacion
de la DA en el estriado. Aumenta la actividad motora modulada por el sistema

dopaminérgico y produce estrés oxidativo (Nasuti et al, 2007). También aumenta las
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concentraciones plasmaticas de adrenalina (A) y noradrenalina (NA) en ratas (Santoni et
al, 1999).

El CYP produce alteraciones morfoldgicas evidentes en las neuronas de la corteza
somatosensorial, evidenciando una degeneracion neuronal en ratones (Jiménez et al,
2008). La administracion de CYP (10 o 25 mg/kg) a ratas macho a partir del dia 24
postnatal y durante 2, 3 0 6 semanas induce un aumento de mediadores inflamatorios
como la interleucina 1 alfa (IL1-a), beta (IL1-B) y su receptor (IL-1R1) en la corteza
prefrontal y en el hipocampo (Maurya et al, 2016).

La administracion de una unica dosis oral de CYP (0.1 o 0.5 mg/kg) el dia 10 postnatal
reduce la actividad motora en ratones y la dosis mayor altera también la capacidad de
adaptacion a un entorno nuevo indicando déficit cognitivo. Estos efectos se observaron
meses después de la exposicién a los pesticidas, indicando que los efectos pueden ser
persistentes (Lee et al, 2015b).

3.5- MEZCLAS DE PESTICIDAS

Las formulaciones de los pesticidas no estan compuestas por un solo pesticida sino que
son casi siempre mezclas de varios compuestos. Ademas, en el medio ambiente la falta
de desintegraciéon de algunos de ellos hace que los seres vivos estén expuestos a una
mezcla de compuestos. La mayoria de estudios sobre los efectos neurotdxicos de los
pesticidas se han realizado con exposicién a pesticidas individuales, no a mezclas de
distintos compuestos. Por tanto los efectos toxicos de mezclas de plaguicidas a bajas
dosis en la salud humana son en gran parte desconocidos.

Hay dos principios fundamentales que describen como se afectan mutuamente los
compuestos individuales en una mezcla. La aditividad (no interaccién) y la interaccion.
En el caso de la no interaccion o aditividad, la toxicidad de la mezcla se asemeja a los
efectos sumados de cada pesticida por separado, sin aumentar o disminuir sus efectos.
Por el contrario, si se produce interaccion, los efectos de la mezcla se desvian de lo
esperado si existiera aditividad.

Uno o varios pesticidas pueden haber interactuado entre si, por ejemplo, facilitando o
disminuyendo su absorcion, transporte, metabolismo o excrecién (Hernandez et al,
2013). Pero ademas, se puede producir interaccion entre sus mecanismos de accion o
sus efectos. Segun Hernandez et al, (2013) los efectos de dos 0 mas componentes en una

mezcla pueden ser:
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a) Accion independiente: los efectos de los compuestos individuales en una
mezcla tienen diferentes mecanismos o modos de accion. Los efectos de tal
combinacion serdn la suma de los efectos de cada compuesto cuando se
administran solos y la accién de cada uno no influye en la accién de los demas
(aditividad).

b) Adicion por dosis: los compuestos actlan a través de un mecanismo comun de
toxicidad, causan el mismo efecto, actian sobre la misma diana molecular o
tejido o con el mismo mecanismo bioquimico de accion (aditividad).

c) Interaccion: los efectos combinados de dos o mas pesticidas pueden ser
mayores (supra-aditivo, potenciador, sinérgico) o menores (infraaditivo,
inhibidor, antagonista) que los de los compuestos por separado. La potenciacion
se observa cuando el efecto de un compuesto se ve reforzado por la presencia de
otros productos quimicos. El sinergismo se observa cuando el efecto de la
exposicion a una mezcla de pesticidas es mucho mayor que la esperada, segin la
adicion de los efectos de los compuestos solos. El antagonismo se produce
cuando dos pesticidas interfieren entre si resultando en una reduccion en el

efecto predicho para los compuestos individuales.

En los estudios sobre exposicion a mezclas de compuestos contaminantes neurotoxicos
se han encontrado ejemplos de las anteriores situaciones. La desviacion de la aditividad
se ha demostrado en mezclas de pesticidas inhibidores de AChE, carbamatos y
organofosforados, ya que se encontré un efecto antagonico en la inhibicién de la AChE
plasmaética (Gordon et al, 2006). Sin embargo se encontr6 potenciacion por exposicion a
CPF+CARB en la inhibicién de la enzima en el sistema nervioso periférico en ratas
macho adultas, mientras que en el sistema nervioso central (SNC), la exposicion a CPF
inhibe la AChE pero el CARB no y la exposicion a la mezcla produce el mismo efecto
que el CPF solo, sugiriendo que no hay interaccion entre estos dos pesticidas (Wang et
al, 2014). También se encontré adicion y sinergismo en la inhibicién de la AChE, a
dosis mas elevadas en salmén, por mezclas binarias de organofosforados y carbamatos
(Laetz et al, 2009). La administracion de CPF o abamectina (biocida) produce el mismo
efecto toxico en cerebro y rifion y cuando se administra una mezcla de ambos
compuestos se produce una interaccion sinérgica, produciéndose un efecto mayor que la
suma de los efectos de cada compuesto por separado (Nasr et al, 2015). En otras

ocasiones no se ha encontrado interaccion, en mezclas de bifenilos policlorurados
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(PCBs) y organoclorados, se observa el mismo efecto que tienen los PCBs solos sobre
el metabolismo de los estrogenos, siendo ambos tipos de compuestos disruptores
endocrinos (Desaulniers et al, 2012). También se ha visto que mezclas de piretroides
tienen un efecto de adicién por dosis sobre la actividad motora en ratas (Starr et al,
2014)

Se han realizado algunos estudios para analizar el efecto de mezclas de compuestos
contaminantes, reflejando situaciones reales de exposicion, pero sin analizar el efecto de
cada compuesto individual. Por ejemplo, la exposicion perinatal de ratas a una mezcla
quimica de 27 constituyentes formada por PCBs, organoclorados y metilmercurio
(MeHg) y basada en perfiles de exposicion materna en el Artico a concentraciones
cercanas a los niveles de exposicién humana, altera los niveles cerebrales de varias
citocinas inflamatorias, induce cambios en la conformacion de la alfa-sinucleina y
produce estrés oxidativo llegando a producir neurodegeneracion (Hayley et al, 2011).
Un caso en humanos puso de manifiesto que la exposicion a una mezcla de CYP y CPF
es mas toxica que la exposicion a cada pesticida por separado: solo los individuos
expuestos a la mezcla necesitaron ventilacion y 4 de estos pacientes murieron, mientras
que no se produjeron muertes entre los pacientes expuestos a los pesticidas individuales
(lyyadurai et al, 2014).

Las evidencias acumuladas hasta el momento sugieren que, aunque la combinacion de
diferentes pesticidas es idonea para combatir la creciente resistencia a parasitos, también

puede resultar mas toxica para el ser humano (Laetz et al, 2009; lyyadurai et al, 2014).
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4- APRENDIZAJE Y MEMORIA ESPACIAL

Aprendizaje se define como el proceso por el que el sistema nervioso adquiere nueva
informacion que se pone de manifiesto mediante cambios en el comportamiento. La
memoria es la codificacion, almacenamiento y recuperacion de la informacion
aprendida (Purves et al, 2012)

Los humanos tenemos por lo menos dos sistemas de almacenamiento de la informacion:
1) la memoria declarativa, encargada de almacenar el material que esta presente para
la conciencia y que puede expresarse mediante el lenguaje, (un ejemplo seria la
capacidad para recordar un namero de teléfono) y 2) la memoria no declarativa o de
procedimientos en la que estan implicadas habilidades y asociaciones que son en su
mayor parte adquiridas y recuperadas en un nivel inconsciente (por ejemplo, montar en
bicicleta) (Purves et al, 2012).

En otra clasificacion de los tipos de memoria se distingue entre 1) memoria inmediata,
que es aquella que dura fracciones de segundo, 2) memoria de trabajo, que permite
recordar la informacién incluso minutos después del suceso (memoria a corto plazo) y
por ejemplo permite buscar un objeto evitando lugares que ya se inspeccionaron y 3)
memoria a largo plazo, la cual permite retener la informacién de forma mas
permanente (Purves et al, 2012).

La capacidad de aprender es adaptativa y confiere a los individuos mecanismos para
afrontar situaciones a las que ya han sido expuestos, favorables o no.

Uno de los procesos cerebrales implicados en el aprendizaje y la memoria es la
plasticidad, la cual se puede definir como modificaciones en la estructura y funcion de
las neuronas sobre todo a nivel de las interconexiones entre ellas, es decir, en las
sinapsis. Muchas sinapsis en el SNC de mamiferos muestran formas duraderas de
plasticidad. La plasticidad se considera el mecanismo celular del aprendizaje y la
memoria. Algunos patrones de actividad sinaptica producen un aumento prolongado en
los potenciales postsinpticos conocido como potenciacién a largo plazo (LTP). Es un
fendmeno de plasticidad sinaptica que consiste en un aumento persistente en el tiempo
de la magnitud del componente excitador de la respuesta sinaptica registrada, que se
traduce en un aumento de la eficacia sinaptica duradero en el tiempo (Purves et al,
2012).

La memoria espacial es la habilidad para recordar informacion acerca del entorno en el
gue se navega. Los animales necesitan de esta habilidad para poder sobrevivir, por

ejemplo para encontrar la localizacion de la comida, evitar a los depredadores, encontrar
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el camino de regreso. Ademas los humanos necesitan esta habilidad también para
navegar en medios complejos como son una gran ciudad, encontrar el camino de regreso
a casa o encontrar el coche en el aparcamiento.

Una de las principales regiones cerebrales implicadas en el aprendizaje y la memoria
espacial es el hipocampo, encargado de poder orientarnos en ambientes espaciales
complejos. Animales con dafio en el hipocampo realizan peor tareas espaciales (Olton y
Feustle, 1981; Morris. 1982; Hawley, 2012). También en humanos, individuos con una
lesion en el hipocampo realizaban peor tareas espaciales en un laberinto virtual (Astur,
2002).

El hipocampo es una regién cerebral que se curva a lo largo del ventriculo lateral y
forma parte del sistema limbico. Se divide en giro dentado, complejo subicular y el
hipocampo propiamente dicho. En éste el cuerpo de las neuronas piramidales se localiza
en una capa de facil visibilidad, dividida en tres regiones: CAl, CA2 y CA3. Las
dendritas de las neuronas en CA1l forman sinapsis con los axones de las que se
encuentran en la region CA3. En estas sinapsis se produce LTP, la cual ha sido
ampliamente utilizada como modelo experimental para conocer los mecanismos de la
LTP (Purves et al, 2012). La LTP en el hipocampo se considera la base de algunas
formas de aprendizaje y memoria espaciales (Bliss y Collingridge, 1993; Cooke y Bliss,
2006). La induccion de LTP en el hipocampo requiere la activacion de los receptores
NMDA (&cido N-metil-D-aspartico) postsinapticos, que aumenta la expresion en
membrana de los receptores AMPA (acido a- amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropidnico).

Se han propuesto dos estrategias a la hora de navegar, la alocéntrica donde el animal
sigue las pistas del entorno usando principalmente el hipocampo y la egocéntrica, en la
cual el animal navega segun pistas propioceptivas tales como las propias sefiales de
movimiento del cuerpo, estando el estriado también implicado en este caso (Devan,
1996).

Algunos estudios han demostrado que la exposicion a algunos pesticidas, tanto en
adultos como durante el desarrollo, altera el aprendizaje 0 memoria espaciales. Ratas
macho adultas expuestas a CPF 250 mg/kg mostraban disminuido el rendimiento a la
hora de alcanzar la plataforma en el laberinto acuatico de Morris (MWM), meses
después de la administracion del pesticida (Cafadas et al, 2005). Castillo et al, (2002),
administraron END (25 mg/kg) y metilparation (2 mg/kg) a ratas adultas. Estas

mostraron un aumento del tiempo de latencia y un mayor nimero de fallos para
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encontrar la plataforma en el MWM. La exposicion a CPF (1 o 5mg/kg/dia), en los dias
9-12 de gestacion, aumenta los errores de referencia y de memoria en el laberinto radial
de 16 brazos cuando las crias ya son adultas (Icenogle et al, 2004).

4.1- Diferencias de género en la memoria espacial

La memoria espacial esté influenciada por factores como el estrés, la alimentacion o las
hormonas gonadales y el género (Takase et al, 2008; Hawley et al, 2012).

El volumen y area del hipocampo son sexualmente dimdrficos (Keeley et al, 2013;
Méndez-Ldpez et al, 2009a). Diferentes estudios revelan que los machos se orientan
mejor que las hembras y realizan mejor tareas de aprendizaje espacial en diferentes
especies animales incluidos los humanos (Persson et al, 2013; Andersen et al, 2012;
Méndez-Ldpez et al, 2009a; Monfort et al, 2015). Resultados previos de nuestro grupo
demuestran que las ratas macho aprenden mas rapidamente que las hembras una tarea
de aprendizaje espacial en el MWM. Demostramos también que esto estd asociado a una
disminucion de la LTP en hipocampo, debida a una menor fosforilacion de la subunidad
GLURL1 del receptor AMPA que conduce a menor expresion de receptores AMPA en la
membrana, en las hembras (Monfort et al, 2015).

Méndez-Ldpez et al, (2009b) utilizaron una tarea de memoria de trabajo espacial en el
MWM para analizar las diferencias de sexo. Las hembras jovenes (1 mes) realizan peor
que los machos esta tarea, mientras que las hembras adultas mejoran y presentan igual
memoria de trabajo espacial que los machos adultos (3 meses). Se activan diferentes
estructuras cerebrales del sistema limbico en machos (hipocampo principalmente) que
en hembras (otras estructuras, incluido el ncleo accumbens del estriado), incluso en los
adultos donde no encontraron diferencia en el aprendizaje en la tarea de memoria de
trabajo espacial. Esto pone de manifiesto la importancia del periodo de desarrollo
postnatal en el aprendizaje espacial. Segun la idea de la existencia de dos estrategias
diferentes: alocéntrica y egocéntrica; los machos utilizarian para navegar
preferentemente estrategias dependientes del hipocampo, alocéntricas, mientras que las
ratas hembra utilizarian preferentemente una estrategia egocéntrica (Méndez-Lo6pez et
al, 2009a).

En estudios de realidad virtual con humanos, las mujeres cometen mas errores que los
hombres para encontrar el camino correcto y miran mas veces las pistas visuales

utilizadas para orientarse (Andersen et al, 2012).
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5- COORDINACION MOTORA

El cerebelo es la principal area cerebral que regula la coordinacion motora. Lesiones y
enfermedades cerebelosas alteran la coordinacion de los movimientos (Purves et al,
2012). La coordinacion motora estd modulada por el GABA extracelular en cerebelo. La
activacion excesiva de receptores GABA reduce la coordinacion motora (Hanchar et al,
2005). Ademas, los ratones que carecen del transportador de GABA 1 (GAT1) tienen
aumentado el GABA extracelular y una reduccion de la coordinacion motora cuando se
evalla en el rotarod (Chiu et al, 2005). La exposicion perinatal a algunos PCBs, pero no
a otros, redujo la coordinacion motora al aumentar el GABA extracelular en cerebelo
(Boix et al, 2010).

Algunos estudios han mostrado alteraciones en la coordinacion motora asociadas a
exposicion a pesticidas, tanto en humanos como en animales. En 1979, Aleksandrowicz
mostré un caso de envenenamiento por END, en el cual tests psicoldgicos revelaron un
deterioro en la coordinacion visuo-motora. Harari et al, (2010) evaluaron funciones
neuroconductuales en nifios de 6-8 afios en el norte de Ecuador, donde el empleo
femenino esta basado en la floricultura. Aquellos nifios con exposicion a pesticidas
directa de la madre presentaban déficits en la coordinacion motora y en la velocidad
motriz, mientras que los nifios con exposicion indirecta del padre o independiente del
trabajo parental no mostraron alteraciones. En un estudio se detectd una mezcla de
diferentes organohalogenados en madres en la semana 35 de gestacién. En sus hijos se
detectaron problemas de coordinacion, de habilidades manipulativas y temblores leves
cuando tenian 5-6 afios de edad (Roze et al, 2009). Godinho et al, (2014) demostraron
que la exposicién a permetrin (piretroide de tipo I) en ratas macho adultas provocaba
incoordinacién motora de manera dosis-dependiente. En roedores adultos, la exposicion
aguda oral a dosis bajas de diferentes piretroides disminuye la actividad motora y la
exposicion a a-cipermetrina y deltametrina producen incoordinacién motora en el
rotarod (Wolansky y Harril, 2008).
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6- ACTIVIDAD MOTORA

Un érea cerebral importante en el control de la actividad motora es el estriado. El
estriado se divide en el estriado dorsal, que incluye el caudado y el putamen, y el
estriado ventral, que esta formado principalmente por el nucleo accumbens (NAcc)
(David et al, 2005). EI NAcc recibe las principales proyecciones dopaminérgicas
ascendentes desde el &rea tegmental ventral (VTA) y las principales proyecciones
glutamatérgicas descendientes desde la corteza prefrontal y otras estructuras limbicas
(incluido el hipocampo). Por tanto, la neurotransmision dopaminérgica y glutamatergica
en el NAcc son los principales moduladores de la actividad motora (David et al, 2005;
Kim y Vezina, 1997), aunque otros sistemas de neurotransmision como el GABA y la
acetilcolina también juegan un papel importante, aumentando o disminuyendo la
liberacion de DA. Las proyecciones glutamatérgicas estan implicadas en la regulacién
de la actividad locomotora, seguramente a través de la regulacién de la
neurotransmision dopaminérgica (Kimy Vezina, 1997).

La estimulacién de los receptores NMDA en el hipocampo ventral induce liberacién de
DA en el NAcc, con el subsecuente aumento de actividad motora (Brudzynski y Gibson,
1997; Peleg-Raibstein y Feldon, 2006). Cambios en la expresion de las subunidades de
los receptores NMDA alteran la comunicacion entre el hipocampo ventral y el NAcc
(Barr et al, 2014).

La exposicion a algunos PCBs altera la actividad motora espontanea (Boix et al, 2011).
También existen diferentes estudios que muestran que la exposicion a algunos tipos de
pesticidas altera la actividad motora en animales. Por ejemplo, en el caso de los
piretroides, la actividad motora estd disminuida en ratas expuestas a deltametrin durante
el desarrollo postnatal temprano (PD 0-7 o PD 9-13) y esto se asocia a una alteracion de
la dendritogénesis y la proliferacion de las células de Purkinje en el cerebelo (Patro et
al, 2009). La exposicion a dosis subtdxicas de CYP y otros piretroides también reduce la
actividad ambulatoria espontanea (Nieradko-lwanicka y Borzécki, 2008; Wolansky y
Harril, 2008). Alteraciones de la locomocidn en ratones expuestos neonatalmente a CPF
también se han descrito (Dam et al, 2000). Como se ha descrito anteriormente en la
introduccion (pags. 6, 8, 11,14), Lee et al, 2015 a-b, demostraron una disminucion de la
actividad motora en ratones expuestos a una sola inyeccion de CPF, CARB, END o
CYP el dia 10 postnatal.
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7- APRENDIZAJE ASOCIATIVO

Los animales, al igual que los humanos, presentan un comportamiento de respuesta
tipico de su especie (reacciones Pavlovianas), como la huida, la congelacion o el ataque,
frente a situaciones de peligro. Esta respuesta aumenta la supervivencia. Los animales
generalmente aprenden a asociar estimulos que son relevantes para su supervivencia y
asi presentan una respuesta de evitacion condicionada que permite al sujeto anticiparse a
un evento amenazante (Blanchard y Blanchard, 1989; Martinez et al, 2008 y Wendler et
al, 2014). La evitacion activa se define como un aprendizaje por el cual un sujeto
adquiere conocimiento acerca de las relaciones o asociaciones entre eventos. El
organismo debe asociar un estimulo o sefial (evento condicionado) con otro en calidad
de consecuencia adversa o desagradable (evento incondicionado), debiendo éste realizar
una respuesta a fin de evitar de manera activa el estimulo desagradable (Gomez, 2005).
Estas reacciones defensivas se modulan, entre otras regiones cerebrales, en la amigdala.
El ndcleo lateral de la amigdala recibe informacion sensorial sobre estimulos
condicionados desde sus entradas corticales y talamicas. Esta informacién es procesada
a través de la amigdala basal y envia proyecciones a regiones efectoras del tronco
cerebral, provocando las reacciones innatas como la congelacion. En las respuestas
defensivas como el escape y la evitacion participa también la amigdala pero en este caso
a través de sus proyecciones al NAcc (Ramirez et al, 2015). Asi, las acciones defensivas
desencadenadas por un estimulo aversivo dependen de un circuito funcional que incluye
la amigdala basal y la corteza del NAcc. Mediante el uso de imagenes de resonancia
magnética funcional se vio activacion hemodinamica del NAcc durante un test de
evitacion activa en humanos, lo que apoya la idea de que las alteraciones el NAcc
pueden contribuir a la etiologia y el mantenimiento de conductas de evitacidn aberrantes
en los trastornos de ansiedad (Levita et al, 2012).

Algunos trabajos sugieren que la exposicion a pesticidas puede afectar este tipo de
aprendizaje o comportamiento. Las respuestas de evitacién condicionada estan
reducidas en ratones expuestos prenatalmente al organoclorado clordano (Al-Hachim y
Al-Baker, 1973). La exposicion neonatal a otro organoclorado, clordecone, empeoro el
aprendizaje en la tarea de evitacion activa, de manera dependiente del sexo, siendo
mayor el efecto en machos que en hembras (Mactutus y Tilson, 1984). Sin embargo,
otro organoclorado, el aldrin, mejord la tarea de evitacion activa en ratas adultas
expuestas durante el periodo de lactancia (Castro y Palermo-Neto, 1988). También los

piretroides, como el fenvalerato (Tipo Il), empeoran las respuestas en la tarea de
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evitacion activa (Moniz et al, 1994). La exposicion a CPF durante el desarrollo
postnatal también disminuyo el numero de evitaciones pero produjo los mismos escapes
y aumento de no-respuesta, sugiriendo cierto comportamiento depresivo, cuando los
ratones ya eran adultos. Estos ratones también mostraban exacerbacion del miedo
condicionado, asociado a un aumento de la expresion de mRNA de la AChE en el
hipocampo y la amigdala. Esto sugiere que aunque la AChE ya no esta inhibida, tras
una breve exposicion durante el desarrollo cerebral se producen cambios a largo plazo,
que perduran en los adultos y alteran el comportamiento mucho tiempo después de la
exposicion a los pesticidas. La exposicion a organofosforados puede aumentar la
vulnerabilidad de los nifios a reacciones emocionales patolégicas de cara de los
acontecimientos vitales adversos (Oriel y Kofman, 2015). Resultados similares se
obtuvieron por exposicion a otro organofosforado, el Diisopropyl fluorophosphate
(DFP) (Oriel et al, 2014). Por otra parte, la exposicidn crénica de ratas adultas a bajas
dosis del organofosforado paration no alterd el aprendizaje en la tarea de evitacion
activa (lvens et al, 1998) reforzando la idea de que la exposicion durante el desarrollo

tiene mayores consecuencias adversas que la exposicién en adultos.

8- NEUROTRANSMISION

Las neuronas estan comunicadas entre si formando una red en el sistema nervioso. El
sitio donde se produce la comunicacion entre las diferentes neuronas se conoce como
sinapsis y en ella se produce la neurotransmision. La neurona presinaptica libera uno o
varios neurotransmisores a la hendidura sinaptica que se unen a los receptores

localizados en la neurona postsinaptica.

8.1- Colinérgica

La acetilcolina (ACh) es un neurotransmisor excitador del SNC. Se encuentra en las
uniones neuromusculares y en las sinapsis de los ganglios del sistema motor visceral. La
ACh se sintetiza en las terminales nerviosas a partir de la acetil coenzima A (acetil
CoA) y de colina, en una reaccion catalizada por la colina acetiltransferasa (CAT).
Inmediatamente después de su liberacién a la hendidura sinaptica la ACh es hidrolizada
en acetato y colina por una enzima hidrolitica, la AChE. Esta enzima se concentra en la
hendidura sinéptica, lo que garantiza una rapida disminucion en la concentracion de

ACh después de su liberacién desde la terminal presinaptica, regulandose asi la
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concentracion del neurotransmisor y permitiendo que la neurona vuelva a su estado de
reposo despueés de la excitacion (Purves et al, 2012).

El sistema colinérgico esta involucrado en procesos cognitivos. Juega un papel critico
en la atencion, en el aprendizaje de discriminacion sensorial (Levi et al, 2008) y en
respuestas especificas de comportamiento como por ejemplo en el aprendizaje de tareas
de evitacion activa (Garcia-Ayllon et al, 2008).

Como se ha comentado anteriormente, los organofosforados y los carbamatos inhiben la
AChE, lo cual conduce a la acumulacién de ACh en las sinapsis colinérgicas,
produciendo una hiperestimulacion de los receptores nicotinicos y muscarinicos. La
neurona postsinaptica continua despolarizada lo cual la hace refractaria a la liberacion
de ACh posterior, alterando la neurotransmisién y pudiendo incluso causar efectos
como paralisis neuromuscular (Colovi¢ et al, 2013). Chiappa et al, (1995) administraron
CPF en forma de inyecciones (15, 30 o 60 mg/kg) una vez a la semana durante 4
semanas a ratas macho de 60-70 dias. Observaron una correlacion positiva entre la dosis
de CPF y el grado de inhibicion de la AChE, el cual dependia del tejido, ya que era
mayor en el prosencéfalo, menor en el hipocampo y mucho menor en el cerebelo,
diafragma e higado.

La exposicion a CPF produce muerte de neuronas colinergicas derivadas del
prosencéfalo, a la vez que inhibe la AChE y aumenta los niveles de colina en cultivos
(Pino et al, 2015 a, b). Los piretroides también pueden modular la transmision
colinérgica. Por ejemplo potencian la transmisién colinérgica entérica (Tonini et al,
1989).

La ACH juega un papel en la regulacion de los movimientos morfogénicos celulares, en
la proliferacion, crecimiento y diferenciacion celular en diferentes especies como
insectos, roedores y humanos. Disruptores colinérgicos como alcohol, nicotina o
algunos pesticidas (CPF, por ejemplo) alteran la sinaptogénesis y morfogénesis cuando
ejercen su efecto en momentos criticos del desarrollo (Lauder y Schambra, 1999).

8.2- GABAérgica

El 4cido gamma-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibidor del
SNC vy se encuentra ampliamente distribuido en éste. Se sintetiza a partir del glutamato,
mediante la enzima &cido glutamico descarboxilasa (GAD) (Deidda et al, 2014). La
recaptacion del GABA después de su liberacion en la sinapsis se produce en las

terminales nerviosas y en los astrocitos a través de transportadores de GABA (GATS)
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localizados en la membrana. Finamente el catabolismo del GABA depende de la enzima
GABA transaminasa (GABA-T) y de la succinato semialdehido deshidrogenasa
(SSADH), las cuales convierten el GABA en intermediarios del ciclo de Krebbs y
substratos para la nueva produccion de glutamato.

Receptores de GABA se han identificado electrofisioldgica y farmacolégicamente en
todas las regiones del cerebro (Siegel et al, 1999). Se clasifican en tres tipos de
receptores, GABA-A, GABA-C y GABA-B, los cuales difieren en sus propiedades
farmacoldgicas, electrofisioldgicas y bioquimicas.

- Receptores GABA-A: son ionotropicos, permeables al ion CI™ Pertenecen a
una superfamilia pentamérica de canales de iones que se activan por la union a ligando
(Miller y Aricescu, 2014). La union del ligando abre los canales de CI- y el flujo de
iones con carga negativa hacia el interior de la membrana provoca una hiperpolarizacion
de la membrana, lo que resulta en un aumento del umbral de disparo y en consecuencia
se produce una reduccién en la probabilidad de iniciacion de un nuevo potencial de
accion, causando una inhibicion de la neurotransmisién (Purves et al, 2012). Sin
embargo, en condiciones particulares como por ejemplo durante la maduracion cerebral,
la concentracion intracelular del Cl- esta aumentada, de tal manera que se produce un
flujo de salida de este i6n y una despolarizacion de la membrana, lo cual permite
alcanzar de nuevo el umbral para la generacion de nuevos potenciales de accion (Cellot
y Cherubini, 2014).

-Receptores GABA-B: son metabotropicos, tienen una alta similitud con los
receptores de glutamato y estan acoplados a proteinas G que modulan la produccion de
segundos mensajeros intracelulares (Purves et al, 2012).

- Receptores GABA-C: se expresan predominantemente en la retina y se pueden
considerar de la misma familia que los GABA-A A aungue son insensibles al
antagonista de éstos, como bicuculina.

Los pesticidas organoclorados acttan sobre el receptor del GABA-A, impidiendo la
apertura del canal de Cl- y provocando asi una excitabilidad incontrolada, hasta
producir convulsiones (Treiman, 2001). La transmision GABAérgica esta implicada en
la modulacion de funciones cognitivas, emocionales o coordinaciébn motora.
Alteraciones en la funcion de receptores GABA-A se han asociado con diferentes
trastornos neurologicos como ansiedad, depresion, deterioro cognitivo en esquizofrenia,
sindrome de Down o autismo. También el GABA esta implicado en el dolor y en el

comportamiento adictivo (Engin et al, 2012; Rudolph y Méhler, 2014). La activacion de
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receptores GABA facilita el suefio (Vieira et al, 2005) pero a largo plazo puede producir
depresion (Mohler, 2012).

El END inhibe el receptor GABA, pero ademé&s produce otros efectos en el sistema
GABAEérgico como aumentar la expresion del gen que codifica para el transportador de
GABA (Preud’homme et al, 2015). También la exposicion in U(tero a otros
organoclorados, como el dieldrin, altera la expresion de los receptores GABA (Liu et al,
1997). La administracion sistémica de diferentes piretroides modula los niveles
extracelulares de GABA en el hipocampo, aunque unos compuestos aumentan y otros
disminuyen los niveles de GABA (Hossain et al, 2008). La exposicion durante el
desarrollo a pesticidas como el mancozeb y el paraquad retrasa la ontogénesis de GABA
y glicina mientras que su mezcla disminuye los niveles de GABA, glicina y taurina en
cerebelo de ratones (Miranda-Contreras et al, 2005). La exposicion de ratones a END
durante la gestacion y lactancia altera la expresion del transportador de GABA (GAT-
1), del receptor de GABA-A o del transportador vesicular de GABA (VGAT) (Wilson
et al, 2014a).

8.3- Glutamatérgica

El glutamato es un amino&cido no esencial que no atraviesa la barrera hematoencefélica.
El principal precursor de glutamato es la glutamina que es liberada por las células
gliales y metabolizada a glutamato por la enzima glutaminasa en las neuronas. También
se puede sintetizar a partir de la transaminacién de 2-oxoglutarato (intermediario del
ciclo de los &cidos tricarboxilicos) (Purves et al, 2012).

El glutamato media la mayoria de la transmision sinaptica excitatoria. Contribuye
ademas a cambios duraderos en la eficacia sinaptica como son la LTP y la depresion a
largo plazo (LTD), considerados como el sustrato molecular de procesos de aprendizaje
y memoria. El glutamato juega un papel vital durante el desarrollo del SNC, donde
participa en procesos fisiologicos tan diversos como la proliferacion, maduracion,
migracion y supervivencia neuronal, asi como la formacion, remodelacion y eliminacion
de sinapsis.

Se han identificado varios tipos de receptores del glutamato:

Los receptores ionotropicos de glutamato (iGlu) son complejos tetraméricos de
subunidades que se ensamblan formando un canal central por donde fluyen los cationes,

provocando una despolarizacion de la neurona. Estan implicados en la neurotransmision
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rapida en el SNC y se clasifican en tres tipos en funcién del agonista que los activa:
receptores NMDA receptores AMPA y receptores de kainato.

Los receptores metabotrdpicos de glutamato (mGlu) no forman canales idnicos, sino
que estan acoplados a proteinas G y regulan la actividad de enzimas de membrana y
canales ionicos. Median la actividad sinaptica excitadora lenta, pero prolongada y tienen
un papel modulador.

Los receptores NMDA son abundantes en el SNC y estan implicados en procesos de
aprendizaje y memoria (Ozawa, 1998). La principal diferencia con el resto de receptores
ionotrépicos es que permiten la entrada de Ca®*, ademas de cationes monovalentes tales
como Na" y K*. Como resultado, los potenciales de accion excitatorios producidos por
los receptores de NMDA aumentan la concentracion de Ca®* dentro de la neurona
postsinptica; este aumento de Ca®* acttia como un segundo mensajero intracelular para
activar cascadas de sefializacion. Otras propiedades unicas de los receptores de NMDA
son que la apertura del canal requiere la presencia de un co-agonista (el aminoacido
glicina), y que el Mg?* extracelular bloquea el canal cuando esté hiperpolarizado, por lo
tanto, los receptores de NMDA permiten el paso de cationes s6lo cuando se retira el
bloqueo de Mg** por la despolarizacién de la célula postsinaptica, ya sea por un gran
nimero de entradas excitadoras o por el disparo repetitivo de la célula presinaptica
(Siegel et al, 1999).

El receptor NMDA puede estar formado por al menos 5 subunidades (NR1, NR2A,
NR2B, NR2C y NR2D) no homologas, las cuales forman el canal por el que pasan los
iones cuando es activado por glutamato y glicina. La subunidad NR1 es ubicua. NR2C
se encuentra solamente en el cerebelo. NR2A y NR2B se encuentran en todas las
regiones del cerebro (Ozawa, 1998; Mori y Mishina, 1995).

La administracion de END durante la gestacion y la lactancia altera la expresion del
receptor vesicular de glutamato (vGlut) y de la subunidad NR2B del receptor NMDA de
glutamato en la corteza prefrontal en ratones (Wilson et al, 2014a). En estudios in vitro
se ha visto que pesticidas organoclorados que inhiben el receptor GABA alteran
también la neurotransmision glutamatérgica, alterando la funcion del receptor NMDA,
aumentando su internalizacion y disminuyendo la expresion del mGIuR5 (Babot et al,
2007; Briz et al, 2010). La administracion oral de CYP disminuye los niveles de
glutamato y de glutamina sintetasa en la corteza prefrontal cuatro horas después de la
administracion (Cao et al, 2015). Zhang et al, (2012), administraron CYP (6.25 y 25

mg/kg/dia) durante el periodo perinatal y esto disminuyé el contenido de la subunidad
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NR1 del receptor de NMDA en hipocampo, asociado con alteracion de la memoria y el
aprendizaje. La administracion de CPF en ratas macho jovenes y adultas, aumenta el
contenido de las subunidades NR2A y NR2B del receptor NMDA de glutamato en el
hipocampo (Gultekin et al, 2007).

8.4- Dopaminérgica y serotonérgica

Las monoaminas se pueden clasificar en catecolaminas y serotonina (5-HT). Las
primeras contienen un grupo catecol (ortodihidroxibenzeno) y una cadena lateral con un
grupo amino. Entre ellas encontramos la DA, laNAy la A.

Las catecolaminas son sintetizadas a partir del amino&cido tirosina mediante la enzima
Tirosina hidroxilasa (TH). Esta convierte la L-tirosina en dihidroxifenilalanina (DOPA),
que se transforma en DA, por una reaccion de descarboxilacion mediante la enzima
Descarboxilasa de L-Aminoacidos Aromaticos. La DA puede activar varios receptores
postsinapticos que estan acoplados a diferentes mecanismos de sefializacién celular. La
transmision de DA se inactiva por la recaptacion de DA a través del transportador de
DA (DAT) en la neurona presinaptica donde es metabolizada por la transferasa catecol-
O-metiltransferasa (COMT) y la monoamino oxidasa (MAO) encargada de la
desaminacion oxidativa (Jones y Miller, 2008).

La DA es un neurotransmisor implicado en diferentes procesos del SNC, incluyendo
actividad motora, motivacion y recompensa, estado de animo, atencion y aprendizaje.
Cualquier alteracion en la transmision de DA puede por lo tanto afectar negativamente a
una variedad de procesos neurol6gicos y conducir a trastornos de la conducta (Jones y
Miller, 2008). Como se ha apuntado anteriormente, la neurotransmision dopaminérgica
en el NAcc modula la actividad motora. EI aumento de DA en el NAcc estimula la
locomocion.

La 5-HT se sintetiza a partir del triptéfano, por hidroxilacion mediante la enzima
triptofano-5-hidroxilasa. Se han identificado diferentes receptores serotoninérgicos, la
mayora metabotrépicos. Los receptores de 5-HT se relacionan con determinados
comportamientos, como las emociones, el ritmo circadiano, la conducta motora y el
estado de alerta mental. La alteracion de su funcion es responsable de trastornos
psiquiatricos como depresion, ansiedad o esquizofrenia (Purves et al, 2012).

En el trabajo de Wilson et al, (2014b) también se muestra que la exposicion durante el
desarrollo a END altera la expresion de receptores (D2) y transportadores (DAT, TH,

VMAT?2) de DA en la corteza prefrontal, area afectada en patologias como el espectro
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autista y esquizofrenia (Fatemi et al, 2010; Gaspar et al, 2009). La administracion de
3mg/kg de END a ratas adultas durante 10 dias aumenta la concentracién de DA en la
amigdala, en el septo y en la sustancia nigra (Anand et al, 1985). Otros
organohalogenados como el lindano aumentan los niveles extracelulares de DA en
estriado in vivo (Faro et al, 2009). El piretroide deltametrin disminuye el transportador
de DA en hipocampo y estriado, sugiriendo un posible mecanismo para su probable
contribucion al riego de sufrir Parkinson (Tayebati et al, 2009). Cabaleiro et al, (2008)
administraron CYP a ratas madre observando una disminucion de la relacion
DOPAC/DA en la descendencia expuesta durante el desarrollo, cuando ya eran jovenes.
Nasuti el al, (2007) observaron una disminucion de DA en el estriado de ratas de 35
dias, tras exposicibn a CYP en el periodo 6 a 15 dias postnatal. Muchos
organofosforados también alteran la transmision dopaminérgica: la administracion
intraestriatal de pesticidas aumenta los niveles extracelulares de DA en estriado in vivo
y modula los niveles de otros metabolitos como DOPAC y HVA (Faro et al, 2009). El
organofosforado paration produce hiperactividad de los sistemas dopaminérgico y
serotonérgico y un aumento del receptor de 5HT en el periodo neonatal (Slotkin et al,
2009). EI CPF también altera la transmision dopaminérgica a nivel de sefializacién
intracelular ya que altera la fosforilacion de la proteina DARP32 en el estriado (Torres-
Altoro et al, 2011).

9- NEUROINFLAMACION

Diferentes situaciones como dafio cerebral agudo, isquemia, infecciones o determinados
compuestos neurotéxicos producen una respuesta inflamatoria activando el sistema
inmunolégico en el SNC, proceso conocido como neuroinflamaciéon. La barrera
hematoencefalica, compuesta por uniones estrechas entre las células endoteliales que
conforman los vasos que circulan por el SNC, impide el paso de gran cantidad de
moléculas y substancias circulantes, aislando al sistema nervioso de la circulacion
periférica. Sin embargo, si se deteriora esta barrera histoldgica se produce una entrada
de los agentes circundantes en el SNC, incluyendo células y moléculas del sistema
inmune. Esto contribuye a la induccion de neuroinflamacion.

La neuroinflamacion esta mediada por la activacion de la microglia, considerada como
los macrdfagos residentes del SNC (Bentivoglio et al, 2011). Las células de la microglia
activadas son las encargadas de la respuesta inflamatoria y se encargan de eliminar

células dafiadas por fagocitosis. La microglia activada produce liberacion de moléculas,
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potencialmente citotoxicas, como citocinas pro-inflamatorias, intermediarios reactivos
del oxigeno, proteasas y proteinas del complemento (Dheen et al, 2007). Las principales
moléculas mediadoras de la inflamacion son las citocinas, moléculas bioactivas
solubles, liberadas por macrofagos y linfocitos en el sistema nervioso periférico (SNP) y
astrocitos y microglia en el SNC, las cuales participan en la respuesta inmune innata y la
adaptativa (Farina et al, 2007). El proceso inflamatorio en el cerebro se cree que juega
un papel importante en la muerte neuronal caracteristica de enfermedades como

Parkinson, Alzheimer y esclerosis multiple entre otras (Dheen et al, 2007).

9.1- Citocinas

Son proteinas producidas por distintos tipos celulares del sistema inmune, siendo los
principales los linfocitos T. Su funcion principal es la regulacion de la respuesta inmune
e inflamatoria. Tienen bajo peso molecular (<80kD) y funcionan a bajas
concentraciones a traves de receptores especificos. Las citocinas pueden ser pro-
inflamatorias, como las interleucinas (IL), IL-1, IL-6, IL-17 o el factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa) y el interferon-y, encargadas de activar otros tipos celulares que
participan en el proceso inflamatorio o anti-inflamatorias, como la IL-4 y la 1L-10 o el
factor de crecimiento transformante beta (TGFp), que suprimen la actividad de las pro-
inflamatorias (Arnaiz et al, 1995; Rubio-Perez y Morillas-Ruiz, 2012).

En condiciones fisioldgicas, la IL-1 es sintetizada en el SNC por varios tipos celulares
como la microglia, astrocitos, neuronas y células endoteliales en niveles bajos o
indetectables. Sin embargo, la expresion del ARNm de IL-1B (isoforma de la IL-1)
aumenta rapidamente después de diferentes estimulos neurotdxicos (Patel et al, 2003).
La IL-1p modula la LTP en hipocampo y el aprendizaje espacial. Existe una correlacion
negativa entre la concentracion IL-18 y LTP en hipocampo en ratas (Lynch, 1999).
Ademas, los niveles elevados de IL-1p afectan a la memoria que depende directamente
del hipocampo. Sin embargo, también son necesarios determinados niveles de IL-1§
para que se produzca la LTP (Goshen y Yirmiya, 2007). Por ello, se considera que toda
desviacion en los niveles fisiologicos de IL-1B, ya sea por exceso o por defecto,
conduce a la aparicién de déficits en la LTP y, por consiguiente, en la memoria
dependiente del hipocampo (Goshen y Yirmiya, 2007).

El TNF-a en el SNC induce una cascada de eventos celulares que puede culminar con

la muerte neuronal (Cuenca-Lopez et al, 2010; Olmos y Lladd, 2014). EI TNF-a induce

30



la iniciacion o amplificacion de la liberacion de IL-1 e IL-6, de quimiocinas y moléculas
de adhesion, acelerando la atraccion de leucocitos inflamatorios al lugar del dafio y
produciéndose una retroalimentacién que hace que se libere m&s TNF-a (Olmos y
Lladd, 2014).

La IL-10 es una citocina anti-inflamatoria que actta inhibiendo la expresion de las
citocinas pro-inflamatorias como IL-1, TNF-a o quimiocinas (Rubio-Perez y Morillas-
Ruiz, 2012). La presencia de la IL-10/Ceftriaxone reduce la activacion del sistema
inmune (reduce los niveles de IL-1B) y aumenta la memoria espacial y el aprendizaje
sensorimotor en ratas con infeccion de E.coli (Wallace et al, 2010). Se ha demostrado
una correlacion negativa de las citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-6) y positiva de
la IL-10 anti-inflamatoria con la LTP (Huang et al, 2013).

La IL-4, anti-inflamatoria, tiene un importante papel en el control de la inflamacion del
cerebro, (Gadani et al, 2012). Reduce la produccion de mediadores inflamatorios como
TNF-a e IL-1B por la microglia activa in vivo e in vitro (Furlan et al, 2000). Ratones
knock out de IL-4 presentan deterioro grave de la funcién cognitiva en el MWM.
Ademas, la IL-4 contribuye al mantenimiento de la funcion cognitiva mediante dos
mecanismos distintos, por una parte antagoniza los efectos deletéreos de la citocinas
pro-inflamatorias en los astrocitos y neuronas y por otro aumenta la produccion de
BDNF (factor neurotrofico derivado del cerebro) por los astrocitos (Derecki et al, 2010).
Literatura reciente muestra que diversos tipos de pesticidas inducen inflamacion y
neuroinflamacion. Por ejemplo, la exposicion a gases del aire contaminado altera la
barrera hematoencefalica, la respuesta inmune innata y produce neuroinflamacion por
infiltracion de linfocitos en diferentes areas cerebrales en humanos (Calderdn-
Garciduerfias et al, 2008). También la exposicion a los gases de las emisiones de diesel
aumentan los niveles de TNF-a en diferentes areas cerebrales en ratas (Levesque et al,
2011). Binukumar et al, (2011) demostraron que ratas expuestas a diclorvos, un
pesticida organofosforado durante 12 semanas, se activaba un porcentaje mayor de
células de la microglia en la substancia nigra y en el cuerpo del estriado. También se
observo un aumento de substancias reactivas del oxigeno (ROS) tras la activacion de la
NADPH oxidasa de la microglia y un aumento de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a,
IL-18 e IL-6), lo cual se traduce en una mayor vulnerabilidad de las neuronas

dopaminérgicas de estas areas cerebrales a sufrir neurodegeneracion.
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La exposicion prenatal a gases contaminantes también induce activacion de microglia
de manera dependiente del sexo (Bolton et al, 2012). La exposicién perinatal a mezclas
de contaminantes, incluidos organofosforados, produce una respuesta pro-inflamatoria
(aumento del TNF-a, IL-B, IL-6) en ratas (Hayley et al, 2011; Terry et al, 2012). Los
niveles del piretroide permetrin y del organofosforado clordano en el cordon umbilical
se han relacionado con alteraciones en los niveles de citocinas en el feto (Neta et al,
2011).
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1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El cerebro en desarrollo es méas susceptible a los efectos de compuestos neurotdxicos.
La exposicion a pesticidas, durante el desarrollo temprano del cerebro se ha asociado
con alteraciones neuroldgicas en los nifios. Existen evidencias de que algunas
alteraciones cognitivas y motoras pueden persistir en adultos y aumentar el riesgo de
algunas enfermedades como el Parkinson. Sin embargo no se conocen bien los
mecanismos por los que la exposicion a diferentes pesticidas durante el desarrollo lleva

a diferentes alteraciones cognitivas, motoras o de conducta.

El objetivo general de la tesis ha sido analizar las alteraciones neuroldgicas en ratas
expuestas durante el desarrollo a diferentes pesticidas, individuales y en mezcla y
analizar los mecanismos implicados.
Los objetivos concretos han sido:
1- Identificar las alteraciones neurolégicas inducidas por la exposicién perinatal de
ratas a un compuesto representativo de cada una de las cuatro grandes familias de
pesticidas; un organofosforado: Clorpirifos, un carbamato: Carbaril, un
organoclorado: Endosulfan y un piretroide: Cipermetrin. Para ello se han analizado
los efectos de la exposicion a los pesticidas durante el desarrollo sobre:
1.1-  Ansiedad y ritmos circadianos
1.2-  Actividad y coordinacion motoras
1.3-  El aprendizaje y memoria espaciales y el aprendizaje asociativo.
2- Analizar posibles mecanismos moleculares que pueden contribuir a las
alteraciones neuroldgicas encontradas. Para ello se ha analizado:
2.1  La neurotransmision GABAérgica y glutamatérgica en cerebelo e
hipocampo, respectivamente.
2.2 Laposible induccion de neuroinflamacion.
3- Analizar si  existe interaccibn entre dos  pesticidas diferentes
(Endosulfan+Cipermetrin) en una mezcla, de modo que se modifican (potencian o
inhiben) los efectos neuroldgicos y/o neuroquimicos de la exposicion durante el

desarrollo a los pesticidas individuales.
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I1l.  MATERIAL Y METODOS

1- ANIMALES

Se utilizaron ratas albinas de la cepa Wistar (Rattus norvegicus), suministradas por
Charles River. Tras 10 dias en cuarentena las ratas se estabularon en jaulas en un
ambiente controlado: ciclo de 12 horas de luz (8h-20h) y 12 h de oscuridad (20h-8h),
23+1°C de temperatura y una humedad del 55+5%, y acceso a agua y comida ad
libitum, en el estabulario del Centro de Investigacion Principe Felipe (CIPF).

Con el fin de exponer las ratas durante el desarrollo se cruzaron hembras y machos para
tener ratas prefiadas. Los cruces se realizaron en el estabulario. Una rata macho se pone
con 1-2 hembras en la misma jaula durante la noche. La mafiana siguiente se realizan
lavados vaginales. Los lavados (fluido vaginal) se observan al microscopio. Aquellas
ratas en las cuales se observa la presencia de espermatozoides se considera que estan
prefiadas y se cuenta como dia 0 de la gestacion (GDOQ). Las hembras prefiadas se
estabulan en jaulas separadas individualmente durante toda la gestacion y lactancia de
las crias.

Todos los procedimientos con animales fueron supervisados y aprobados por el Comité
de Etica y Experimentacion Animal del CIPF, siguiendo la legislacion espafiola
“Proteccion de los Animales Utilizados para Experimentos y Otros Propositos
Cientificos” y de acuerdo con las normas de la Unién Europea para la proteccion de

animales utilizados con fines cientificos, Directiva 2010/63/EU.

1.1- Administracion de pesticidas

El dia 7 de gestacion (GD7), momento en el que se produce la implantacion del
embrion, empezamos a administrar los pesticidas una vez al dia a las madres gestantes
de forma oral. El pesticida se introduce en una gelatina dulce (MediGel® Sucralose de
ClearH20) que la madre se come sin ningln problema, asegurandonos por tanto que
reciben la dosis diaria de pesticida. Los pesticidas fueron proporcionados por Sigma-
Aldrich  (Refs.: Endosulfan (alphatbeta=2+1) PESTANAL® 32015; alpha-
Cypermethrin PESTANAL®, 45806; Chlorpyrifos PESTANAL®, 45395 y Carbaryl
PESTANAL®, 32055). Se disolvieron en aceite de maiz (Sigma, C8267) a la
concentracion adecuada para que el volumen de administracion estuviera entre 50 y 300
microlitros. Basandonos en la bibliografia que hay al respecto se eligieron las dosis méas

bajas para las que se habia descrito algun efecto. Las siguientes fueron las dosis elegidas
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de cada pesticida: Endosulfan: 0.5 mg/kg/dia, a-cipermetrin: 1,5 mg/kg/dia, carbaril: 15
mg/kg/dia, clorpirifos: 0.1-0.3-1 mg/kg/dia. Las ratas control reciben el vehiculo, es
decir la gelatina con aceite de maiz. La administracion de pesticidas se realizo
diariamente hasta el dia 21 postnatal (PND21), momento en el que las crias son
destetadas y separadas por sexo. A partir de ese momento las crias no se exponen mas a
los pesticidas.

1.2- Curso temporal del estudio

Las crias se pesaron cada dos dias tras el nacimiento hasta el destete. A partir de ese
momento se pesaron semanalmente hasta el momento del sacrificio.

Los estudios de comportamiento se llevaron a cabo cuando las crias expuestas a los
pesticidas eran adultos jovenes (2-3 meses). Se analizaron separadamente machos y
hembras. Para minimizar el efecto de la camada, en todos los experimentos se
mezclaron crias de al menos dos o tres madres, de cada grupo de tratamiento. Tras los
estudios de comportamiento, algunos grupos de ratas se sometieron a microdialisis
cerebral, otros se utilizaron para realizar electroencefalograma y otros fueron
sacrificados directamente para la obtencién de muestras para estudios de protedmica,

metaboldmica y trascriptomica.

Tratamiento Tests comportamiento ~ Microdidlisis
l ] l 1T l
GD0  GD7 GD21 PND21 PNDGO PND75 PND90 PND110
L fif F43fF & 1 1 1
Gestacion mm Beamwalking Sacrificio
L @ Rotarod
Nacimiento Destete [ WM
I Radial
B Eyitacion Activa
M At Motora

Figura 2. Esquema de la progresion temporal del estudio.

En total se han realizado seis experimentos y se ha incluido la descendencia de un total

de 4-10 madres para cada parametro y grupo de tratamiento.
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2-TESTS DE COMPORTAMIENTO

2.1- Aprendizaje y memoria espacial

Se han utilizado dos tests diferentes: 1) el laberinto radial de 8 brazos, en el cual se ha
analizado el aprendizaje espacial y la memoria de trabajo y 2) el laberinto acuéatico de

Morris (MWM) con el que se analiza el aprendizaje y memoria espaciales.

2.1.1- Laberinto radial de ocho brazos

Consiste en un laberinto de plexiglas negro con ocho brazos equidistantes de una
longitud de 70 cm y una anchura de 10 cm, unidos por un area central de 30 cm (Figura
3). La altura en la parte proximal a la zona central es de 30 cm, siendo en la zona méas
distal de 5 cm. Al final de cada brazo se encuentra un comedero donde se introduce la
comida que es la recompensa. El laberinto esta situado sobre una plataforma a 1 m del
nivel del suelo para facilitar el trabajo del experimentador. La comida consiste en unos
pellets dulces (BioServ).

Cuatro dias antes de empezar el test se reduce la ingesta de comida diaria. La restriccion
se mantiene hasta la finalizacion del test. De esta manera nos aseguramos que las ratas
tengan una motivacién para buscar la recompensa y por tanto explorar durante el test.
Las ratas se pesan cada dos dias para controlar el peso que pierden, el cual debe
mantenerse entre un 10-12% del peso inicial.

Antes de empezar el test las ratas se habitdan al laberinto. La habituacion se divide en
dos sesiones. En la primera se ponen a las ratas de dos en dos, para reducir el estrés, en
el laberinto con comida esparcida a lo largo de todos los brazos durante 5 min. En la
segunda sesion se ponen las ratas de una en una y la comida en los comederos que hay
al final de los brazos durante 5 minutos. El test se realiza durante los siguientes 5 dias, y
se realizan 5 ensayos por dia. La comida se situa en cuatro de los ocho brazos. Cada rata
tiene establecido en qué cuatro brazos tiene la comida, siempre los mismos y siempre
dos brazos consecutivos y dos no consecutivos. Para cada rata los brazos con comida
son diferentes. La distribucidn se realiza al azar (Figura 3).
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Figura 3. Laberinto radial (a) y plantilla del test (b).
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El objetivo de este test es que la rata aprenda, guidndose por las pistas visuo-espaciales
que se localizan en la habitacion, en qué brazos tiene la comida. En cada ensayo se pone
la rata en el centro del laberinto, dentro de un espacio con paredes para que no vea aun
el laberinto ni la comida. Se quitan las paredes y se empieza a contar el tiempo. Se va
anotando en qué brazos entra (Figura 3b). El tiempo maximo que se deja la rata en el
laberinto son 3 minutos. Si la rata entra en los 4 brazos con comida antes de 3 minutos,
se saca del laberinto y se anota el tiempo. Se calculan diferentes pardmetros:

- Errores de referencia (reference errors), son el nUmero de veces que visita un brazo
sin comida durante cada sesion.

- Errores de trabajo (working errors), es el nimero de veces que visita un brazo en el
que ya ha entrado previamente en un mismo ensayo.

- El indice de aprendizaje (learning index) diario se calcula como el nimero de aciertos
menos el nimero de errores, es decir, el nimero de veces que la rata entra en un brazo
en el cual tiene comida, menos el nimero de veces que se equivoca y entra a un brazo

en el cual no tiene comida, por primera vez (Herndndez-Rabaza et al, 2016).

2.1.2- Laberinto acuético de Morris (MWM)

Consiste en una piscina circular de 190 cm de diametro y 80 cm de altura dividida en
cuatro cuadrantes imaginarios. En uno de ellos, siempre el mismo, se sitGa una
plataforma sumergida, oculta. La rata debe orientarse a partir de las pistas visuales de la
habitacion para aprender la localizacién de dicha plataforma. Para que la rata se habitte
a la piscina, el dia anterior al comienzo del test se la deja 90 segundos nadando en la
piscina sin plataforma. El entrenamiento se realiza durante 3 dias, 3 ensayos cada dia.
Cada dia la rata se introduce en la piscina en un cuadrante diferente. En cada ensayo se
mide el tiempo que tarda en encontrar la plataforma (escape latency). EI tiempo maximo
que se le deja intentarlo son 120 segundos.

El cuarto dia se realiza el test de memoria espacial. Se quita la plataforma y se introduce
a la rata desde un punto cualquiera de la piscina, permitiéndole nadar durante 90
segundos y se mide el tiempo que permanece nadando en el cuadrante en el que
previamente habia estado la plataforma. Cuanto mejor es la memoria espacial, mas

tiempo permanecera la rata en el cuadrante correcto.
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Los movimientos de la rata son captados por una videocamara y analizados con un
programa de View Point (Lyon, France) que cuantifica la velocidad, el porcentaje de
tiempo en cada cuadrante o la distancia recorrida. También muestra la trayectoria

realizada por cada rata (Figura 4).

Figura 4. Laberinto acuéatico de Morris y representacion de la trayectoria de una rata

2.2- Coordinacion motora

2.2.1- Rotarod

El Rotarod (Ugo Basile) es un cilindro de 8.5 cm de largo x 5 cm de didmetro que gira
con una determinada aceleracion (Figura 5). Antes de efectuar el test se colocan los
animales sobre el cilindro a una velocidad minima continua para que se habitden.
Cuando ya se observa una disminucion del estrés ocasionado (intentar escapar, darse la
vuelta, etc), se devuelven a sus jaulas y se espera 1 6 2 minutos. Se vuelven a poner
sobre el cilindro en el sentido opuesto al movimiento de éste. La velocidad se va
acelerando desde 4 a 40 rpm, hasta un maximo de 5 min. Se mide el tiempo de
permanencia de cada animal en el rotarod antes de caerse. Cuanto mas tiempo
permanecen las ratas sobre el rotarod mejor coordinacién motora presentan (Hamm et
al, 1994).

Figura 5. Rotarod
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2.2.2- Beam walking

Se utiliza un liston de 1 metro de largo situado a 1 metro del suelo. La rata deberé llegar
al final del liston donde hay situada una caja negra de madera, la cual le proporciona un
ambiente agradable (Figura 6). Primero se habitGan las ratas para que pierdan el miedo a
cruzar en un liston mas ancho que el utilizado después en el test. Las primeras veces se
la acomparia y se repite hasta que cada rata pase sin miedo ella sola. El test consiste en
hacer pasar a la rata por un liston de madera de 20 mm de ancho (cuadrado). Contamos
los resbalones que se producen mientras esta cruzando y el tiempo que tarda en cruzar.
Se repite tres veces y se calcula la media de resbalones de los tres ensayos. Cuanto

mayor es el nimero de resbalones, mayor es la incoordinacion motora.

Figura 6. Beam walking

2.3- Actividad motora

Analizamos la actividad motora espontanea en las ratas cuando exploran un nuevo
entorno, utilizando un actimetro (MED Associates). Las jaulas, de dimensiones
43x43x30.5cm, se disponen entre una serie de células infrarrojas que detectan el
movimiento del animal. El equipo dispone de dos filas de células infrarrojasa 1 y 6 cm
del suelo de la jaula respectivamente (Figura 7). Cuando el animal interrumpe tres
detectores infrarrojos consecutivamente el programa registra un movimiento
ambulatorio. Un movimiento vertical se registra cuando el animal interrumpe la célula
infrarroja situada a 6 cm del suelo. Se registran datos de actividad los primeros 60
minutos tras poner el animal en la jaula, con una frecuencia de 1 dato cada 5 minutos
con el programa ‘Activity Monitor’ (MED Associates) (Cauli et al, 2009). El programa
proporciona diferentes datos de actividad (ambulatoria, vertical, velocidad, saltos, etc).
En este estudio se ha analizado el nimero total de movimientos ambulatorios, verticales

y movimientos estereotipicos.
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Figura 7. Actimetro

2.4 Ritmos circadianos de actividad motora

El ritmo circadiano de actividad motora se analizé durante un periodo de tres dias. Las
ratas se dejaron durante 3 dias consecutivos en las jaulas del actimetro en condiciones
de 12h de luz y 12h de oscuridad. Los datos se registraron en intervalos de 5 min. Se
analizaron los movimientos horizontales y verticales (Felipo et al, 2015). Se ha
calculado por separado la suma de actividad diaria y la velocidad media en la fase de luz
(12 h) y en la de oscuridad (12 h).

2.5- Aprendizaje asociativo: Evitacion activa

La tarea de evitacion activa esta disefiada para analizar la capacidad de las ratas para
aprender a evitar un evento aversivo asociado a un estimulo. Se ha seguido el protocolo
descrito en Aguilar et al, 2000. Se utiliz6 una caja con paredes de acrilico y el suelo
barras de acero (Shuttle box Ratas, Panlab) de 44x20x19 cm dividida en dos
compartimentos por una pared vertical con una apertura en la parte central que permite
al animal moverse con libertad de un compartimento a otro (Figura 8). El equipo se
controla con el programa Shutavoid (shutt 8) de Panlab. En primer lugar se habitla la
rata durante 10 minutos en la caja, con libre movimiento, sin ningun estimulo. Entonces
comienza el test. Durante 20 segundos se produce un estimulo condicionado sonoro, al
cual se superpone, los ultimos 10 segundos un estimulo incondicionado, que consiste en
una descarga eléctrica en las patas de 0.2 mA con una duraciéon maxima de 10 segundos.
La descarga continGa hasta que la rata se cambia de compartimento evitandola. Si se
cambia durante el periodo con estimulo condicionado, pero antes de la descarga, es una
evitacion. Si la rata responde mientras se produce la descarga, no es una evitacion sino
una respuesta de escape. Si la rata no se cambia de compartimento se considera falta de
respuesta. Se realizan 50 ensayos consecutivos con tiempos inter-ensayos variables y

determinados aleatoriamente por el programa. Cuantificamos las veces que la rata evita
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la descarga. Cuantas mas evitaciones, antes y mejor han aprendido a asociar el estimulo

condicionado con la posterior descarga y por tanto tienen mejor aprendizaje asociativo.

Figura 8. Evitacion activa

2.6- Test de ansiedad: Hole board

Para medir la ansiedad se ha utilizado el test del hole board. Se utiliza el actimetro, pero
en este caso el suelo de las jaulas esta provisto de 16 agujeros equidistantes de unos 4
cm de didmetro (Figura 9). La tendencia natural de las ratas cuando se les expone a un
ambiente nuevo es explorar, pero si un animal sufre ansiedad esta tendencia se reduce.
Por ello, existe una relacion inversa entre el nimero de veces que el animal introduce la
cabeza en los agujeros y el grado de ansiedad (Kong et al, 2006; Chen et al, 2007). Las
células infrarrojas del actimetro detectan el movimiento de las ratas cuando introducen
la cabeza en los agujeros y el programa contabiliza estos datos. Se registra durante 5

minutos.

Figura 9. Hole board

3- MICRODIALISIS CEREBRAL IN VIVO

La técnica de microdialisis cerebral in vivo se utiliza para analizar la concentracién de
neurotransmisores y otras moléculas en el espacio extracelular. La posibilidad de
obtener muestras in vivo, del sujeto experimental despierto y en libre movimiento
supone una ventaja en el estudio de la sefializacion molecular (Bourne, 2003). Permite
llevar a cabo estudios farmacocinéticos y correlacionar el comportamiento del animal
con cambios en la neurotransmision y metabolismo (Di Chiara, 1990; Joukhadar y

Muiiller, 2005). Asi, una vez realizados todos los tests de comportamiento se realiza la
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microdialisis cerebral in vivo para obtener muestras de liquido extracelular en un area
cerebral concreta, mientras la rata esta despierta y con libertad de movimiento. En las
muestras de liquido extracelular se analizardn posteriormente  diferentes

neurotransmisores y metabolitos.

3.1- Implantacion de la sonda de microdialisis

Se anestesian las ratas con isoflurano (5% en 100% de oxigeno para inducir la anestesia
y 2% para mantenerla). Se coloca la cabeza del animal en un sistema de estereotaxia
para implantar la guia de microdialisis (MD-2251, Omega-ring Intracerebral Guide
Cannula and Stylet, 6/pkg. BASI) en el area cerebral elegida. Se realiza una incision
sagital de aproximadamente 2.5 cm para dejar la superficie del craneo al descubierto y
con ayuda de una espatula, suavemente, se raspa para quitar el tejido conectivo y de este
modo permitir posteriormente una buena adhesion del cemento dental a la superficie del
craneo. A continuacion, se marcan las coordenadas en las que queremos introducir la
guia de microdidlisis. Para el cerebelo utilizamos las siguientes coordenadas: -10.5 mm
anteroposterior, -1.6 mm medio lateral y 0.8 mm dorsoventral respecto al bregma
(Paxinos y Watson, 1997; Hermenegildo et al, 1998). Se realizan dos perforaciones de 1
mm de didmetro para insertar dos tornillos de sujecion al craneo y un agujero de 1 mm
de didmetro que permite el acceso vertical de la guia al crdneo. Se introduce la guia 'y se
sujeta al craneo mediante los tornillos y cemento dental. Después se sutura la piel y las
ratas se estabulan individualmente en jaulas limpias durante un periodo de al menos 48

horas hasta el momento de realizar la microdialisis cerebral.

3.2- Microdialisis cerebral in vivo

Cuando se va a realizar la microdialisis se retira el estilete y se coloca la sonda (MD-
2200, Brain Microdialysis Probes) en la guia de forma cuidadosa y con el animal
despierto. Se perfunde continuamente a través de la sonda liquido cefalorraquideo
artificial (LCA) (NaCl 145 mM, KCI 3.0 mM, CaCl2 2.26 mM, tampon fosfato 2 mM,
pH 7.4) filtrado con filtros de 0,45 pm de diametro de poro (Millipore), a un flujo de 3
pL/minuto, utilizando una bomba de microperfusion (BAS, Analytical Systems.Inc,
USA) (Hermenegildo et al, 1998). La Figura 10 muestra un esquema del
funcionamiento de la sonda de microdidlisis. El dializado recogido durante la primera
hora y media tras la insercion de la sonda se desecha ya que los niveles de metabolitos

necesitan al menos ese tiempo para estabilizarse. Transcurrido ese tiempo se recogen
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muestras cada 30 minutos (90 pL de dializado en cada muestra). Las muestras se
conservan en nitrégeno liquido durante la microdidlisis y después se almacenan a -80 °C

hasta el momento de su analisis.

rntraga a2

LCA fresco

" Salida del

v /' dializado

Figura 10: Esquema de funcionamiento de una sonda de microdiélisis

4- CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION (HPLC)

El sistema de HPLC (High-performance liquid chromatography) consiste en una
columna con un material cromatogréafico (fase estacionaria) y una fase mévil impulsada
por bombas. Estas dos partes permiten separar compuestos diferentes presentes en la
muestra; las muestras se inyectan en el sistema mediante inyectores manuales o
automaticos y una vez separados los compuestos pasan a los detectores. El programa de
control y analisis muestra el cromatograma, en el cual podemos determinar el tiempo de
retencion y el area del pico de cada compuesto, que sera proporcional a su

concentracion en la muestra.

4.1- Determinacion de aminoacidos por HPLC

Para la separacion de aminoacidos se utilizé una columna de fase reversa C18, de 150
mm de longitud y 3.9 mm de diametro y con particulas de 5 um de diametro (Resolve,
Waters). La fase movil consiste en un gradiente de dos soluciones (A y B) durante 55
minutos. La solucién A es una mezcla 95/5 (vol/vol) de tampon acetato sédico 50 mM
(pH 5.67) y metanol maés alcohol isopropilico. La solucion B es metanol/agua 70/30
(vol/vol). Se utiliz6 un flujo de 1 ml/min. Se utilizd un detector de fluorescencia
(Waters 474). Para hacer los aminoacidos fluorescentes se derivatizan con OPA
(dialdehido ftalico), inmediatamente antes de la inyeccion, programado en un inyector
automatico. Se derivatizaron 50uL de dializado de cada fraccion de microdialisis con 50
uL de OPA. La longitudes de onda son: excitacion 340 nm y emisién 460 nm (Canales

et al, 2003). Como estandares para la cuantificacion se pasaron, cada 6 muestras, una
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mezcla de 10 aminoéacidos, incluido el GABA, (5 uM), para los cuales se evallo
primero el tiempo de retencion al cual eluye cada uno, pasando estdndares individuales.
Se utilizé el programa EMPOWER |1 (Waters) para el control del HPLC y el andlisis y

cuantificacion de los cromatogramas.

5- SACRIFIO

Las ratas fueron sacrificadas por decapitacion. Se extrajeron el higado y la grasa
perirrenal. También se recogid sangre del cuello, de la que se obtuvo plasma. Estos
tejidos y muestras se almacenaron a -80°C para el posterior andlisis de niveles de
pesticidas. El cerebro se diseccion6 en cuatro areas: cerebelo, hipocampo, corteza y
estriado, las cuales se introdujeron inmediatamente en nitrogeno liquido y se

almacenaron a -80°C.

6- WESTERN BLOT

Se utiliz6 medio cerebelo o medio hipocampo (un hemisferio) para la preparacion de
homogenados para realizar western blot. Cada muestra de tejido se pesa y se
homogeniza en frio en el “Ultraturrax” con 5 volumenes (p/v) de tampon de
homogenizacion (Tris-HCI 1M a pH=8; NaCl 250mM; EGTA 100mM, EDTA 200mM
a pH= 7,4 pNPP 200mM, pirofosfato sddico 100mM, ortovanadato sédico 100mM, NaF
100mM, Leupeptina 10mg/ml, Aprotinina 10mg/ml y PMSF 200mM). Se sonica y se
determina la concentracion de proteina en una alicuota con el método colorimétrico
BCA (bicinchonic acid method) (BCA Protein Assay Kit, Thermo) utilizando el lector
de absorbancia Multiskan FC a 570nm.

Las muestras de diluyen en tampdn de carga 2X (Tris- HCI 0,5M a pH 6.8, Glicerol,
SDS 10 %, 2-Mercaptoetanol 10%, Bromofenol 1%) y se cargan 75ug de proteina de
cada muestra en geles de poliacrilamida, de porcentajes de entre 8 y 15% de acrilamida,
en funcién de la masa molecular de cada proteina (Felipo et al, 1988).

Tras la electroforesis se transfieren las proteinas a membranas de PVDF a 250 mA
durante 2 horas. A continuacion se bloguean las membranas con BSA al 5% en TBS-
Tween (NaCl 0.15 M, Tris Base 50 mM, Tween-20 0.05%, pH 7.5) durante 45-60
minutos y se incuban con el anticuerpo primario diluido en la solucion de bloqueo
durante toda la noche a 4°C. Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: anti- Iba-
1 (1:500), anti-1L-4 y anti-IL-10 (1:1000) de Abcam (Cambridge, MA); anti-IL-1p y
anti-TNF-a (1:500) de R&D SYSTEMS, (Minneapolis, USA); anti-NR1 (1:1000) de
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BD Biosciences ( New Jersey, USA); anti-NR2A y NR2B (1:1000) de Upstate-
Millipore (Billerica, MA, USA). Anti-actina (1: 5000) de Abcam (Cambridge, MA) se
utiliz6 como control de carga. Los anticuerpos secundarios conjugados con fosfatasa
alcalina (Sigma, St. Louis, MO) se utilizaron a 1:4000, se incubaron durante 1 hora a
temperatura ambiente y en agitacion. Las membranas se lavaron tres veces (10 minutos
cada vez) con TBS-T y se hizo un altimo lavado con tampdn sustrato (NaCl 100 mM,
MgCI2 5 mM, Tris-HCI 100 mM a pH= 9.5). Se revela por colorimetria con el sustrato
de la fosfatasa alcalina Nitro blue tetrazoilum (NBT) mas 5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate, p-toluidine salt (BCIP) (ThermoFisher Scientific).

Las imégenes de las bandas se capturan con un escaner (Hewlett Packard Scanjet
5300C) y su intensidad se cuantifica con el programa Alphalmager 2200 (AlphaEaseFC
2200 para Windows, Cambridge, UK).

7- ANALISIS ESTADISTICO

Se ha utilizado el test t de Student cuando se comparan solamente dos grupos y analisis
de varianza ANOVA de una via seguido del test de comparaciones maltiples de Dunnet
0 Tukey. Para los resultados de aprendizaje espacial durante varios dias se utilizd
ANOVA de dos vias (las dos variables son pesticida y tiempo) con repeticion de las
medidas, seguido del post-test de Bonferroni. Un valor p menor de 0.05 se considerd
estadisticamente significativo. Las graficas y el analisis estadistico se realizaron con el

software GraphPad Prism v4 (GraphPad Software Inc. San Diego, CA).
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IV-  RESULTADOS

1- Efecto de la exposicién perinatal a pesticidas sobre la ansiedad.

Se analiz6 la ansiedad con el test hole board. El Gnico pesticida que induce ansiedad es
el END, solamente en ratas macho. Se reduce el nimero de veces que el animal
introduce la cabeza en los agujeros (18+2.2, p<0.01) comparado con los controles
(28+6), F(6,111)=3.08, p<0.05 (Fig. 11A).
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Figura 11: Efecto de la exposicion perinatal a pesticidas sobre la ansiedad en el hole board en machos y
hembras. Se representa el nimero de veces que el animal introduce la cabeza en los agujeros durante 5 minutos, en
machos (A) y hembras (B). Los valores representan la mediatSEM del siguiente nimero de animales: VH=37,
CYP=16, END=10, CARB=10, CPF0.1=6, CPF0.3=16, CPF1=10 para los machos y VH=26, CYP=16, END=15,
CARB=14, CPF0.1=3, CPF0.3=16, CPF1=10 para las hembras. Los valores significativamente diferentes de las ratas
control se indican con asteriscos **p<0.01. VH, vehiculo; CYP, cipermetrin; END, endosulfan, CARB, carbaril y

CPF, clorpirifos.

2- Efecto de la exposicidn a pesticidas en el ritmo circadiano de la actividad motora
Las ratas son animales nocturnos y por tanto presentan mayor actividad durante la fase
de oscuridad (noche) que durante la fase de luz (dia) (Fig. 12). No se observan
diferencias entre las ratas expuestas a los diferentes pesticidas y las ratas control en la
actividad ambulatoria (m.a) o vertical (m.v) durante la noche. Sin embargo durante el
dia (fase de suefio) las ratas macho expuestas a END (1560£124 m.a, p<0.001 y 462+52
m.v, p<0.01), CYP (428+40 m.v, p<0.05) o CPF 1mg/kg/dia (1332+100 m.a, p<0.05 y
427+47 m.v, p<0.05) presentan una mayor actividad ambulatoria (F(6,107)=3.74,
p<0.05) y/o vertical (F(6,107)=2.07, p<0.05) respecto a las controles (99379 m.a y
308+26 m.v) (Fig. 12A y B). Estos resultados sugieren que se reduce el tiempo de
suefio. En las hembras, sin embargo, no se observan efectos de los pesticidas sobre la

actividad ambulatoria o vertical durante las fases de suefio o vigilia, indicando que el
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ritmo circadiano de la actividad motora no se ve alterado por la exposicion a pesticidas

en hembras (Fig. 12 C y D).
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Figura 12. Efecto de la exposicion a pesticidas en el ritmo circadiano de la actividad motora en machos y
hembras. Los valores representan la mediatSEM de VH=27, CYP=20, END=15, CARB=10, CPF0.3=12, CPF1=14
para los machos (A, B), y para las hembras (C, D) VH=26, CYP=13, END=11, CARB=11, CPF0.3=10, CPF1=9. Los

valores significativamente diferentes de las ratas control se indican con asteriscos, *p<0.05; **p<0.01 y ***p<0.001.

Como se puede apreciar en las Figs. 12A y C, la actividad ambulatoria espontanea, tanto

durante el dia como por la noche, es mayor en las hembras que en los machos. Sin

embargo no hay diferencias en la actividad vertical.
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3- Efecto de la exposicion a pesticidas en la actividad motora.

3.1- Actividad ambulatoria.

La exposicion a la concentracion mas baja de CPF (0,1 mg/kg/dia) aumenta la actividad
ambulatoria (m.a) en ratas macho expuestas a un ambiente nuevo (1471114 m.a,
p<0.001), respecto a las ratas control (1000 m.a £56), (F(7,132)=5.85, p<0.001). Los
machos expuestos a CYP tienen menor actividad ambulatoria (785+62 m.a, p<0.05)
comparado con los controles (Fig. 13A).

En el caso de las hembras también se observa un aumento de la actividad ambulatoria
en aquellas ratas expuestas a CPF 0.1 mg/kg/dia (2491 m.a £158, p<0.05) respecto a las
ratas control (1978 m.a £103), F(6,114)=3.26, p<0.01 y ninguno de los otros pesticidas
altera significativamente la actividad ambulatoria (Fig. 13B).
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Figura 13. Efecto de la exposicién a pesticidas en la actividad motora ambulatoria en machos y hembras. La
actividad motora se registré durante la primera hora en un ambiente nuevo. Los valores representan la mediatSEM
de VH=31, CYP=19, END=20, CARB=11, CPF0.1=8, CPF0.3=20, CPF1=17 para los machos (A) y para las hembras
(B) VH=35, CYP=17, END=25, CARB=16, CPF0.1=5, CPF0.3=20, CPF1=14. Los valores significativamente
diferentes de las ratas control se indican con asteriscos, *p<0.05; ***P<0.001.

Si se comparan las graficas A y B se observa que las hembras controles realizan

aproximadamente el doble de movimientos ambulatorios que los machos control.

48



3.2- Actividad vertical

La exposicion a CARB (324+35 m.v) 0 a la concentracion més alta de CPF (1
mg/kg/dia) (305+23 m.v) aumentan (p<0.05) la actividad vertical comparado con los
controles (248+14 m.v) en ratas macho, (F(6,128)=2.46, p<0.05) (Fig. 14A). En las

hembras ningun pesticida altero la actividad vertical (Fig. 14B).
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Figura 14. Efecto de la exposicion a pesticidas en la actividad motora: actividad vertical en machos y hembras.
Los valores representan la media+SEM del siguiente nimero de animales: machos (A) VH=29, CYP=18, END=21,
CARB= 10, CPF0.1=8, CPF0.3=20, CPF1=17; hembras (B) VH=36, CYP=19, END=25, CARB=17, CPF0.1=5,
CPF0.3=20, CPF1=14. Los valores significativamente diferentes de las ratas control se indican con asteriscos,
*p<0.05.

3.3- Movimientos estereotipicos

Solamente las ratas macho expuestas a CPF (0.1 6 1 mg/kg/dia) presentan un mayor
nimero de movimientos estereotipicos (m.e.) (6558+341 m.e. y 6270+221 m.e.,
respectivamente, p<0.05) comparado con las ratas control (5650169 m.e.),
(F(7,128)=1.53, p>0,05). Ningun otro pesticida afectd estos movimientos en los machos

y ningun pesticida tuvo efecto en las hembras (Figs. 15A y B).
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Figura 15. Efecto de la exposicién a pesticidas en la actividad motora: movimientos estereotipicos en machos y
hembras. Los valores representan la mediatSEM de machos (A) VH=29, CYP=18, END=21, CARB= 10,
CPF0.1=8, CPF0.3=20, CPF1=17; hembras (B) VH=36, CYP=19, END=25, CARB=17, CPF0.1=5, CPF0.3=20,
CPF1=14. Los valores significativamente diferentes de las ratas control se indican con asteriscos, *p<0.05.

El andlisis de la actividad motora en machos y hembras muestra que las hembras control
tienen mayor actividad motora que los machos control, ya que muestran mayor nimero
de movimientos ambulatorios, verticales y estereotipicos. En general el CPF y el
CARB, que comparten un mecanismo de accion comun, aumentan la actividad motora,

mientras que el CYP la disminuye (Figs. 13, 14 y 15).

4- Efecto de la exposicion a pesticidas en el contenido de las subunidades del
receptor NMDA en hipocampo y correlaciéon con la actividad ambulatoria en
machos y hembras.

La neurotransmision dopaminérgica y glutamatérgica en el estriado modula la actividad
motora. La activacion de receptores NMDA en el hipocampo induce liberacion de
dopamina en el estriado y aumento de la actividad motora. Por ello analizamos el
contenido de las diferentes subunidades del receptor NMDA en el hipocampo. El
contenido de la subunidad NR1 del receptor NMDA esta aumentado en ratas macho
expuestas a END (137+20%, p<0.05), CPF 0.1 (115%4%, p<0.05) o 1 mg/kg/dia
(129+15%, p<0.05) si se compara con las ratas control, F(6,65)=1.88, p<0.05 (Fig.
16A). EIl contenido de NR2A esta significativamente aumentado por exposicion a CPF
(0.1 mg/kg/dia) (170+17% de los controles, p<0.001) (F(6,55)=4.2, p<0.01) (Fig. 16B)
y la subunidad NR2B esta también aumentada en machos expuestos a 0.1 mg/kg/dia de
CPF (175+21% de los controles, p<0.001), mientras que esta reducida en los machos
expuestos a CYP (72+£14% de los controles, p<0.05) o END (79+5% de los controles,
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p<0.05) (F(6,55)=5.8, p<0.0001) (Fig. 16C). En hembras, el contenido de NR1 no se ve
alterado por exposicion a los pesticidas (Fig. 16 G). El contenido de NR2A esta
disminuido en ratas expuestas a CYP (64+10% del control p<0.05) o END (67+11% de
los controles, p<0.05) (F(6,43)=2,5, p<0.05) (Fig. 16 H). La exposicion a CPF 0.1
mg/kg/dia (65+14% de los controles, p<0.05) disminuye el contenido de NR2B
(F(6,43)=2.4, p<0.05) y la exposicion a CARB aumenta su contenido en hembras
respecto a las controles (144+24% de los controles, p<0.05) (F(6,43)=2.4, p<0.05) (Fig.
16 1). Analizamos si existe correlacion entre el contenido de las diferentes subunidades
del receptor NMDA en el hipocampo y la actividad ambulatoria. Existe una correlacion
positiva entre el contenido de cada subunidad del receptor NMDA en hipocampo y la
actividad ambulatoria en los machos: NR1 r=0.37, p<0.05; NR2A r=0.37, p<0.05 y
NR2B r=0.45, p<0.01 (Figs. 16D-F).

Sin embargo, en las hembras no se encontro correlacion con ninguna de las subunidades
del receptor NMDA (Figs. 16J-L).
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Figura 16. Efecto de la exposicion a pesticidas en el contenido de las subunidades del receptor NMDA en el
hipocampo y correlacion con la actividad ambulatoria. El contenido de las subunidades del receptor NMDA se
analiz6 en homogenados de hipocampo de machos (A-C) y hembras (G-1) por western blot. Los valores representan
la mediatSEM de VH=20, CYP=7, END=7, CARB=9, CPF 0.1=6, CPF0.3=10, CPF1=7, para los machos y VH=12,
CYP=6, END=6, CARB=8, CPF 0.1=6, CPF0.3=6, CPF1=6, para las hembras. Los valores significativamente
diferentes de las ratas control se indican con asteriscos, *p<0.05; ***P<0.001. Correlacioén entre el contenido las
subunidades NR1 (D), NR2A (E) y NR2B (F) del receptor NMDA vy la actividad ambulatoria en machos. Cada punto
representa el contenido de la subunidad y la actividad ambulatoria durante la primera hora en un ambiente nuevo para
cada rata. El nimero de animales es el mismo que en las figuras A-C. J-L gréficas de correlacion en las hembras.

5- Efectos de la exposicidén perinatal a pesticidas en la coordinaciéon motora en el

rotarod

El tiempo que permanecen en el rotarod las ratas macho expuestas a cualquier pesticida
no varia significativamente comparado con el tiempo de los machos control (Fig. 17A).
Por tanto, la exposicion perinatal a pesticidas en machos no altera la coordinacion
motora en el rotarod.

En cuanto a las hembras, la exposicion a CYP, END o CPF 0.3mg/kg/dia reduce el
tiempo de permanencia en el rotarod. Las ratas control permanecen una media de
185+11s en el rotarod, las hembras expuestas a CYP, 136+17s (p<0.05), las expuestas a
END 145+11s (p<0.05), y las expuestas a 0.3 mg/kg/dia de CPF 146+15s (p<0.05) (Fig.
17B). Por tanto, estos pesticidas empeoran la coordinacién motora de las hembras en el
rotarod. El analisis con ANOVA de una via dio los siguientes resultados:
F(6,108)=3.13, p<0.01. Estos resultados sugieren que las ratas hembra parecen ser mas

sensibles que los machos a los efectos de los pesticidas sobre la coordinacion motora en
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el rotarod. También se ha observado que las hembras control permanecen méas tiempo

en el rotarod que los machos control (Figs. 17 Ay B).
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Figura 17. Efectos de la exposicion perinatal a pesticidas en la coordinacién motora en el rotarod en machos y
hembras. Se representa el tiempo de permanencia en el rotarod, antes de caerse. Los valores representan la
mediatSEM del siguiente nimero de machos (A) VH=22, CYP=12, END=14, CARB=12, CPF0.1=7, CPF0.3=21,
CPF1=21 y hembras (B) VH=25, CYP=13, END=19, CARB=11, CPF0.1=3, CPF0.3=17, CPF1=12. Los valores

significativamente diferentes de las ratas control se indican con asteriscos, *p<0.05.

6-Efectos de la exposicidon perinatal a pesticidas en la coordinacién motora en el
beam walking

Ademas del rotarod hemos utilizado el test beam walking para analizar la coordinacion
motora. Este test permite detectar alteraciones mas sutiles de coordinacion motora, mide
movimientos méas finos. En ratas macho la exposicion a CARB o CPF 0.3 mg/kg/dia
aumenta el nimero de resbalones en el beam walking (1.7+0.36, p<0.01 y 1.3+0.21,
p<0.05 respectivamente) respecto a los controles (0.8+0.12), (F(6,129)=2.55, p<0.01),
lo cual indica que tienen deteriorada la coordinacion motora (Fig. 18A).

En cuanto a las hembras, Unicamente la exposicion a END aumenta el nimero de
resbalones (1.1+0.17, p<0.01) comparado con las ratas control (0.68+0.09)
(F(6,126)=1,09, p>0.05) (Fig. 18B). Por tanto, el END deteriora la coordinacion motora

en hembras, tanto en el rotarod como en el beam walking.
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Figura 18. Efectos de la exposicion perinatal a pesticidas en la coordinacion motora en el beam walking en
machos y hembras. Se representan el nimero de resbalones mientras atraviesan el liston. Los valores representan la
mediatSEM del siguiente nimero de animales: machos (A), VH=32, CYP=16, END=19, CARB=15, CPF0.1=6,
CPF0.3=13, CPF1=15; hembras (B), VH=36, CYP=20, END=22, CARB=12, CPF0.1=3, CPF0.3=14, CPF1=14. Los
valores significativamente diferentes de las ratas control se indican con asteriscos, *p<0.05; **p<0.01.

7- Efectos de la exposicion perinatal a pesticidas en los niveles extracelulares de
GABA

Puesto que la neurotransmision GABAGérgica en el cerebelo modula la coordinacion motora
hemos analizado si la exposicion a los pesticidas altera el contenido de GABA extracelular en
cerebelo y esto podria contribuir a la incoordinacién motora en las ratas expuestas a los
pesticidas. En las ratas macho expuestas a CPF 0.3 mg/kg/dia estd aumentada significativamente
la concentracion basal extracelular de GABA en el cerebelo (9.5+ 2.6 nM en ratas control y 30+
6.7 nM en las ratas expuestas a CPF, p<0.01), (F(5,37)=4.6, p<0.01). Ningun otro pesticida
altera significativamente la concentracion extracelular de GABA en los machos (Fig. 19A).

En ratas hembra la exposicion a CYP o END aumenta los niveles basales extracelulares de
GABA: (2448.9 nM, p<0.05 y 22+4.5 nM, p<0.01 respectivamente), respecto a las hembras
control (9+ 2.1 nM), (F(5,39)=3.5, p<0.05) (Fig. 19B).

55



A MALES

50
<C
2 404
) **
E — 30-
El=
© T 20
(&)
@ —
5 104
o EEE
I m [3p) —
> > = o o LL
(@) L <€ w o
(@] o (&)
(@)
FEMALES
B
50
=5
<C 40+
Q] *
s = 301 *%
el
T 204
=}
©
;> 104
[Sa]
O- T Fora) ™ —
> > =2 o o LL
(@) [Tm] <C Lo o
O % o

Figura 19. Efectos de la exposicion perinatal a pesticidas en los niveles extracelulares de GABA en el cerebelo
de machos y hembras. Se obtuvo liquido extracelular del cerebelo por microdialisis cerebral in vivo y en él se
analiz6 el contenido de GABA por HPLC. Los valores representan la mediatSEM del siguiente nimero de animales:
machos (A) VH=10, CYP=9, END=6, CARB=3, CPF0.3=5, CPF1=6; hembras (B) VH=14, CYP=7, END=9,
CARB=6, CPF0.3=5, CPF=4. Los valores significativamente diferentes de las ratas control se indican con asteriscos,
*p<0.05; **p<0.01.

8- Correlacion entre los niveles extracelulares de GABA y la coordinacion motora.

En las hembras se ve claramente que el CYP y el END aumentan los niveles de GABA
e inducen incoordinacion motora (Figs. 17B y 19B). Sin embargo, en el caso de la
exposicion a CPF 0.3 mg/kg/dia, el aumento del GABA extracelular en el cerebelo de
los machos (Fig. 19A) no se traduce en una incoordinacién motora en el rotarod (Fig.
17A), aunque si en el beam walking (Fig. 18A). En el caso de las hembras ocurre al
reves, las ratas expuestas a CPF permanecen menos tiempo en el rotarod y sin embrago

no observamos un aumento del GABA extracelular (Figs.17B y 19B).
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8.1 Correlacion entre la concentracion extracelular de GABA en cerebelo y el
tiempo en el rotarod.

Para determinar si las alteraciones en los niveles de GABA extracelular en el cerebelo
estdn implicadas en la incoordinacién motora inducida por los pesticidas, se ha
analizado si existe correlacion entre la concentracion extracelular de GABA en cerebelo
y el tiempo de permanencia en el rotarod. Como se puede observar en la figura 20, hay
una correlacion inversa significativa, tanto en machos (r=-0.44, p<0.01, Fig. 20A) como
en hembras (r=-0.42, p<0.05, Fig. 20B).
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Figura 20. Correlacion entre los niveles extracelulares de GABA vy el tiempo en el rotarod en machos y
hembras. Cada punto representa la concentracién de GABA y el tiempo en el rotarod para cada rata. Los valores son
la mediaxSEM de 30 machos (A) y 29 hembras (B).

8.2- Correlacion entre los niveles extracelulares de GABA y el numero de
resbalones en el beam walking.

También analizamos si existe correlacion entre los niveles extracelulares de GABA en cerebelo
y el nimero de resbalones en el beam walking. Hay una correlacion positiva significativa en las
hembras (r=30, p<0.05, Fig. 21B) pero no en los machos (r=0.07, p>0.05, Fig. 21A).
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Figura 21. Correlacion entre los niveles extracelulares basales de GABA en el cerebelo y el nimero de
resbalones en el beam walking en machos (A) y hembras (B). Cada punto representa la concentracion extracelular
de GABAy los resbalones para cada rata. Los valores son la mediatSEM de 30 machos y 29 hembras.

9- Efecto de la exposicion perinatal a pesticidas sobre el aprendizaje asociativo.
Utilizamos el test de evitacion activa para analizar si la exposicion durante el desarrollo
a los diferentes pesticidas altera el aprendizaje asociativo. Las ratas macho expuestas a
END evitan menos veces la descarga (20+1.8 evitaciones, p<0.05) respecto a las
controles (26.5+1.5 evitaciones), indicando que tienen un deterioro en el aprendizaje
asociativo, ya que necesitan mas ensayos para aprender a asociar el estimulo
condicionado sonoro con el posterior estimulo incondicionado (descarga eléctrica) (Fig.
22A). Sin embargo aquellas ratas expuestas a las concentraciones méas altas de CPF
(0.3-1mg/kg/dia) evitan un mayor numero de descargas (36.7+2.5 y 36.2+2.5
evitaciones, respectivamente, p<0.01) respecto a las control, indicando mejor
aprendizaje asociativo, (F(6,72)=4.3, p<0.001) (Fig. 22A).

Las hembras expuestas a CARB (21+2.5 evitaciones, p<0.001) o CPF 0.3 o 1mg/kg/dia
(23£2.3 evitaciones, p<0.01 y 21+1.1 evitaciones, p<0.05, respectivamente) tienen
dificultades para asociar el estimulo con la posterior descarga y la evitan menos veces
comparado con las ratas control (32+1.8 evitaciones), (F(6,89)=4.72, p<0,001) (Fig.
22B).
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Figura 22. Efecto de la exposicion perinatal a pesticidas en la tarea de evitacion activa. Se representa el nimero
de evitaciones en 50 ensayos, en machos (A) y hembras (B). Los valores representan la mediatSEM del siguiente
nimero de animales: machos VH=25, CYP=17, END=9, CARB=7, CPF0.1=3, CPF0.3=6, CPF1=8; hembras VH=
22, CYP=12, END=20, CARB=13, CPF0.1=2, CPF0.3=10, CPF1=9. Los valores significativamente diferentes de las
ratas control se indican con asteriscos, *p<0.05; **p<0.01; ***P<0.001.

Las ratas hembra controles evitan un nimero significativamente (p<0.05) mayor de
veces la descarga que las ratas macho control (Fig. 23). Esto sugiere que las hembras

tienen mejor aprendizaje asociativo que los machos.

a1
o

404
*
301

201

101

Number of avoidance
in 50 trials

MALES FEMALES

Figura 23. Diferencias de género en el aprendizaje asociativo en ratas controles. Se representa el nimero de
evitaciones en 50 ensayos. Los valores son la media+tSEM de 34 machos y 21 hembras. Los valores

significativamente diferentes de los machos se indican con asteriscos, *p<0.05.
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10- Efectos de la exposicion perinatal a pesticidas en el aprendizaje espacial y

memoria de trabajo en el laberinto radial

10.1- indice de aprendizaje

A lo largo de los cinco dias que dura el entrenamiento las ratas aprenden en que brazos
tienen la comida, lo cual se traduce con un aumento del indice de aprendizaje tanto en
machos como en hembras (Figs. 24 A y C). Las ratas macho expuestas a CYP, END y
CPF muestran un aumento menor del indice de aprendizaje a lo largo del tiempo, es
decir, tardan mas en aprender (Fig. 24 A). El analisis estadistico, en todas las graficas de
aprendizaje a lo largo de los dias de entrenamiento, consistio en una ANOVA de dos
vias, en la cual las variables fueron el tiempo y el pesticida. En el indice de aprendizaje,
el efecto del tiempo es significativo tanto en machos F(4,252)=58, p<0.0001 como en
hembras F(4,272)=68, p<0.0001. EI efecto de los pesticidas es significativo,
F(6,252)=4.3, p<0.01 en los machos, pero no hay interaccion significativa entre ambas
variables ni en machos ni en hembras.

El dia cuatro de entrenamiento se observan las mayores diferencias entre las ratas
macho control y las expuestas a pesticidas (Fig. 24B). El indice de aprendizaje es
significativamente menor en machos expuestos a CYP (7.6x1, p<0.01), END (7.2+0.8,
p<0.001), CPF 0,3 0 1 mg/kg/dia (5.2+0.8 y 7.1+0.8, p<0.001) respecto a los controles
(12+0.9) (Fig. 24B). La ANOVA de una via indica un efecto significativo de los
pesticidas: F(7,73)=7.6, p<0.0001. En hembras la exposicion a CPF 1mg/kg/dia
incrementa el indice de aprendizaje significativamente (11+1, p<0.05) respecto a las
ratas hembras control (7.3+0.8), el dia cuatro de entrenamiento (Fig. 24D). Los datos
estadisticos para la ANOVA de una via son F(7,73)=2.4, p<0.05.
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Figura 24: Efectos de la exposicion perinatal a pesticidas en el indice de aprendizaje en el laberinto radial en
machos (A, B) y hembras (C, D). Se representa el indice de aprendizaje a lo largo del entrenamiento (A, C) y el dia
4 (B, D). Los valores son la mediatSEM del nimero de animales indicado entre paréntesis en cada grupo. Los
valores significativamente diferentes de los controles se indican con asteriscos, *p<0.05;**p<0.01 y ***p<0.001.

10.2- Errores de referencia

Se cuantificaron los errores de referencia (entradas en brazos sin comida por primera
vez). Estos se reducen a lo largo de los cinco dias de entrenamiento, en concordancia
con el aumento del indice de aprendizaje (Fig. 25A y C). El tiempo tiene un efecto
significativo tanto en machos F(4,232)=31, p<0.0001, como en hembras F(4,252)=37,
p<0.0001. Los machos, pero no las hembras, expuestos a CYP, END y CPF cometen
mas errores a lo largo del entrenamiento (Fig.25A). El efecto de la exposicién a los
pesticidas es significativo en machos F(6,232)=3.6, p<0.01. La interaccion entre el
tiempo y los pesticidas en este caso también es significativa F(24,232)=1.57, p<0.05 en
los machos. En las hembras la interaccion no es significativa (F(24,252)=9.96, p>0.05),
pero si el efecto de los pesticidas (F(6,252)=1.7, p<0.05), debido a que la exposicion a
la concentracion més alta de CPF (1mg/kg/dia) reduce significativamente los errores de

referencia (Fig. 25C). El dia 4 se observa el mayor efecto de los pesticidas, pero la
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exposicion a la dosis més alta de CPF tambien aumenta los errores de referencia los dias
3y 5, indicando que el efecto es mayor que el de otros pesticidas o la dosis mas baja de
CPF en machos (Fig. 25A).

Los machos expuestos a CYP (12+1, p<0.01), END (1241, p<0.01) o CPF 0.3 (14+1,
p<0.001) y CPF 1mg/kg/dia (12+1, p<0.01), cometen mas errores de referencia que los
machos control (8+1) el dia cuatro de entrenamiento. ANOVA: F(6,61)=6.1, p<0.0001
(Fig. 25B). En las hembras la exposicion a la concentracion més alta de CPF
(Img/kg/dia) reduce significativamente los errores de referencia el dia cuatro del
entrenamiento (91, p<0.05) respecto a las controles (12+1), ANOVA: F(6,60)=2.6,
p<0.05 (Fig. 25D). Esto indica que ninguno de los pesticidas usados perjudica el
aprendizaje espacial en el laberinto radial en hembras sino que incluso la dosis mas alta

de CPF lo mejora.
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Figura 25: Efectos de la exposicion perinatal a pesticidas en los errores de referencia en el laberinto radial en
machos (A,B) y hembras (C,D). Se representan los errores a lo largo del entrenamiento (A,C) y el dia 4 (B,D). Los
valores son la mediaztSEM del nimero de animales indicados entre paréntesis para cada grupo. Los valores

significativamente diferentes de los controles se indican con asteriscos, *p<0.05;**p<0.01 y ***p<0.001.
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10.3- Errores de trabajo

En el mismo test se ha analizado también la memoria de trabajo cuantificando los
errores de trabajo como el nimero de re-entradas en brazos visitados anteriormente en
el mismo ensayo. Al igual que los parametros anteriores los errores de trabajo también
se reducen a lo largo del entrenamiento, siendo el efecto del tiempo significativo tanto
en machos F(4,296)=16, p<0.0001 como en hembras F(4,284)=18, p<0.0001(Figs. 26A
y C). La exposicion a CPF (0.3 y 1 mg/kg/dia) aumenta significativamente el nimero de
errores de trabajo en los machos (Fig.26A). El efecto de los pesticidas es significativo
F(6,296)=3.8, p<0.01, pero no hay interaccion con el tiempo, F(24,296)=0.9, p>0.05. Al
contrario que en los machos, los errores de trabajo no aumentan por exposicion a ningdn
pesticida en ratas hembra (Fig.26C). No hay efecto significativo de los pesticidas:
F(7,284)=1.2, p>0.05 y la interaccion tampoco es significativa: F(24,284)=24.30,
p>0.05.

El numero total de errores de trabajo es significativamente mayor en las ratas macho
expuestas a CPF 0.3 mg/kg/dia (39+7, p<0.05) o 1 mg/kg/dia (41+6, p<0.01) que en las
ratas control (24+3), lo cual indica deterioro de la memoria de trabajo (ANOVA de una
via: F(7,78)=3.8, p<0.01) (Fig. 26B). En hembras, la exposicion a CYP reduce (233,
p<0.05) los errores de trabajo totales comparado con las hembras control (36+4),
F(7,66)=2.2, p<0.05 (Fig.26D), sugiriendo que el CYP mejora la memoria de trabajo en

las hembras.
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Figura 26: Efectos de la exposicion perinatal a pesticidas en los errores de trabajo en el laberinto radial en
machos (A, B) y hembras (C, D). Se representan los errores a lo largo del entrenamiento (A, C) y los errores totales
(B, D). Los valores son la mediatSEM del nimero de animales indicados entre paréntesis para cada grupo. Los
valores significativamente diferentes de los controles se indican con asteriscos, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

11- Efectos de la exposicion perinatal a pesticidas en el aprendizaje y memoria
espaciales en el laberinto acuatico de Morris.

El parametro que se ha medido es el tiempo en alcanzar la plataforma. A lo largo de los
dias que dura el entrenamiento las ratas aprenden donde esta la plataforma y esto se
traduce en una disminucion del tiempo que tardan en alcanzarla (Figs. 27 Ay C). Como
en el laberinto radial, se ha realizado una ANOVA de dos vias (tiempo y pesticida) para
el andlisis estadistico de estos datos.

El efecto del tiempo es significativo tanto en machos F(2,120)=80, p<0.0001 como en
hembras F(2,122)=64, p<0.0001. En los machos la exposicién a algunos pesticidas
aumenta el tiempo en alcanzar la plataforma. El efecto de los pesticidas es significativo
en machos (F(6,120)=2.5, p<0.05). En cuanto a las hembras, ningun pesticida deteriora
el aprendizaje espacial. EI CYP mejora el aprendizaje, tanto en machos como en

hembras. Asi, también hay un efecto significativo de la variable pesticida en las
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hembras (F(6,122)=2.6, p<0.05). La interaccién no es significativa ni en machos
F(12,120)=1.54, p>0.05 ni en hembras F(12,122)=0.70, p>0.05 (Figs. 27Ay C).

Puesto que el dia tres de entrenamiento se observan los efectos més claros, se
compararon los datos a este tiempo. La exposicion a END (64+11s, p<0.05) o CPF 0,1
mg/kg/dia (81+14s, p<0.01), CPF 0.3 (62+7s, p<0.05) y CPF 1 (63+10s, p<0.05)
aumenta el tiempo en alcanzar la plataforma en los machos, respecto a los controles
(38+6s) el dia tres de entrenamiento, lo que indica que tienen menor capacidad de
aprendizaje espacial. Sin embargo la exposicion a CYP mejora la capacidad de
aprendizaje espacial, ya que estas ratas alcanzan la plataforma mas rapidamente (19+3s,
p<0.05) que las controles (38+6s) el dia tres de entrenamiento (Fig. 27B). Los datos
estadisticos con ANOVA de una via fueron F(6,58)=4.8, p<0.001.

Las hembras expuestas a CYP alcanzan antes la plataforma (25+4s, p<0.01) que las
hembras control (57£7s) el dia tres, indicando mejor aprendizaje espacial (ANOVA:
F(6,57)=1.9, p>0.05) (Fig. 27D).
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Figura 27: Efectos de la exposicion perinatal a pesticidas en el aprendizaje espacial en el MWM en machos
(A,B) y hembras (C,D). Se representa el tiempo en alcanzar la plataforma a lo largo del entrenamiento (A y C) y el
dia 3 (B y D). Los valores son la mediatSEM del nimero de animales indicado entre paréntesis para cada grupo. Los

valores significativamente diferentes de los controles se indican con asteriscos, *p<0.05;**p<0.01.
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Para analizar la memoria espacial, 24h horas después del Gltimo ensayo, se quita la
plataforma y se mide el tiempo que permanecen las ratas en el cuadrante en el que
estaba previamente. Las ratas macho expuestas a la dosis més alta de CPF (1 mg/kg/dia)
permanecen menos tiempo en el cuadrante correcto (21+3s, p<0.05) comparado con los
machos control (35+5s) (F(6,120)=1,976, p>0.05) (Fig. 28A), indicando que la memoria
espacial estd deteriorada. En cuanto a las hembras, ningln pesticida alteré la memoria
espacial en este test (Fig. 28B).
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Figura 28: Efectos de la exposicion perinatal a pesticidas en la memoria espacial en el laberinto acuético de
Morris en machos y hembras. Se representa el tiempo que permanecen las ratas en el cuadrante correcto, machos
(A), hembras (B). Los valores son la mediatSEM del mismo ndmero de animales que en la Figura 27. Los valores

significativamente diferentes de los controles se indican con asteriscos, *p<0.05.

12- Diferencias de género en el aprendizaje espacial

En el laberinto radial, las hembras control cometen significativamente mas errores, tanto
de trabajo como de referencia (Figs. 29A y B), que los machos control, lo cual se
traduce en que tienen peor indice de aprendizaje (Fig. 29C). Estos resultados indican

que las ratas hembra controles tienen peor aprendizaje espacial y memoria de trabajo
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que las ratas macho controles. Tras el analisis de ANOVA de dos vias con el sexo y el
tiempo como variables se observa que el efecto del sexo es significativo (F(1,128)=4.8,
p<0.05), pero no hay interaccion significativa (F(4,128)=1.4, p>0.05), en el indice de
aprendizaje. Lo mismo ocurre para los errores de referencia: el efecto del género
(F(1,136)=14, p<0.01) y el efecto del tiempo (F(4,136)=19, p<0.0001) son
significativos, pero no hay interaccion significativa (F(4,136)=1.7, p>0.05). Por lo que
respecta a los errores de trabajo, el efecto del género es significativo (F(1,144)=9.9,
p<0.01 y el efecto del tiempo también (F(4,144)=12, p<0.0001) y no hay interaccion
significativa (F(4,144)=1.8, p>0.05) entre ambos pardmetros.
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Figura 29: Diferencias de género en el aprendizaje y memoria espaciales en el laberinto radial en ratas
controles. Se representan los errores de referencia (A), de trabajo (B) y el indice de aprendizaje (C) a lo largo de los
cinco dias que dura el entrenamiento. Los valores son la mediatSEM de 15 machos y 21 hembras. Los valores

significativamente diferentes entre machos y hembras se indican con asteriscos, *p<0.05 y ***p<0.001.



En el MWM, las hembras control tardan significativamente mas tiempo en alcanzar la
plataforma que los machos control (Fig. 30). Por tanto, como en el laberinto radial, las
hembras muestran peor aprendizaje espacial en comparacion con los machos. Tanto el
efecto del tiempo (F(2,99)=25.40, p<0.0001) como del género (F(1,99)=21.94,
p<0.0001) son significativos, pero no hay interaccion significativa (F(2,99)= 0.0002066,
p>0.05).
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Figura 30. Aprendizaje espacial en el laberinto acuético de Morris en ratas control, machos y hembras. Se
representa el tiempo en alcanzar la plataforma. Los valores son la mediatSEM de 16 machos y 19 hembras. Los

valores significativamente diferentes entre machos y hembras se indican con asteriscos, *p<0.05.

13- Efectos de la exposicion a pesticidas sobre marcadores de neuroinflamacion en
el hipocampo

Para estudiar si la exposicion perinatal a los pesticidas induce neuroinflamacion, la cual
podria contribuir al deterioro del aprendizaje y memoria espaciales, se han analizado los
principales marcadores de neuroinflamacién en el hipocampo, ya que es la principal
area implicada en el aprendizaje y memoria espaciales.

En ratas macho, todos los pesticidas aumentan el contenido de la Interleucina (IL)-13
pro-inflamatoria entre un 34 y un 86%. Los resultados se analizaron con ANOVA de
una via: F(6,54)=2.61, p<0.05 (Fig. 31A). Los niveles de la IL-10 anti-inflamatoria
estdn disminuidos por exposicion a END (65+9% del control, p<0.01) o CPF 1
mg/kg/dia (74+8% del control, p<0.05), F(6,75)=2.49, p<0.05 (Fig. 31G). Los niveles
de TNF-a no se ven afectados por la exposicion a estos pesticidas. Por lo que respecta a
la IL-4, anti-inflamatoria, unicamente el CARB reduce los niveles significativamente
(59£7% del control, p<0.05) respecto a los controles, F(6,68)=1.77, p>0.05 (Fig. 31E).
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El contenido del marcador de microglia Iba-1 esta disminuido por exposicion a CYP
(74+9% del control, p<0.05), F(6,62)=1.54, p>0.05 (Fig. 31C).

En las ratas hembra control, los niveles de las citocinas son mas elevados que en los
machos, tanto las pro-inflamatorias: IL-1B (178+13% del valor en machos, p<0.01), y
TNF-a (136£15% del valor en machos, p<0.05), como las anti-inflamatorias: 1L-10
(156+21% del valor en machos, p<0.05) e IL-4 (160+21% del valor en machos,
p<0.01).También el contenido de Iba-1 en las hembras controles es més elevado que en
machos controles (156+22% del valor en machos, p<0.01).

En las ratas hembra expuestas a END y CARB esta aumentado el contenido de IL-1p en
hipocampo (139+19% de los controles, p<0.05 y 164+18% de los controles, p<0.01,
respectivamente), F(5,37)=2.394, p>0.05—(Fig. 31B). Los niveles de la IL-10 anti-
inflamatoria estan aumentados en las hembras expuestas a CYP (183+£30% de los
controles, p<0.001), END (165+£21% de los controles, p<0.01) o CARB (181+15% de
los controles, p<0.001). En cambio la exposicion a CPF 0.3 o 1mg/kg/dia reduce el
contenido de IL-10: 70£12% (p<0.05) y 71+11%(p<0.05) de los controles, F(6,36)=6.2,
p<0.0001(Fig. 31H). La exposicion a END también aumento los niveles de la IL-4 anti-
inflamatoria (140+12% de los controles, p<0.05), F(5,35)=2.2, p<0.05 (Fig. 31F). El
contenido de Iba-1 estd reducido en hembras expuestas a la dosis mas elevada de CPF
(Img/kg/dia): 70£15% de los controles (p<0.05), F(5,31)=2.0, p>0.05 (Fig. 31D). Al

igual que en machos, ningun pesticida alterd el contenido de TNF-a en hembras.
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Figura 31: Efecto de la exposicion a pesticidas sobre el contenido de citocinas e Ibal en hipocampo de machos

y hembras. Se muestran imagenes representativas y cuantificacion de los western blot. IL-1p machos (A) hembras
(B), Ibal machos (C) hembras (D), IL-4 machos (E) hembras (F), IL-10 machos (G) hembras (H). Los datos se
expresan como porcentaje de las ratas control. Los valores son la mediat SEM de 6-10 ratas. Los valores

significativamente diferentes de los controles se indican con asteriscos, *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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14- Correlacion entre niveles de IL-1p en hipocampo y memoria espacial

Puesto que los resultados muestran que hay un aumento de interleucinas pro-
inflamatorias, en concreto IL-1 por exposicion a los pesticidas, produciéndose por
tanto, un estado pro-inflamatorio, se ha analizado si existe correlacion entre los niveles
de citocinas en hipocampo y el aprendizaje y memoria espacial en el laberinto radial,
con el fin de confirmar si la neuroinflamacion en hipocampo contribuye al deterioro del
aprendizaje y memoria espaciales por exposicion a los distintos pesticidas. Como se
puede observar en las figuras 32A y B hay una correlacion inversa significativa entre los
niveles de la IL-1B y el indice de aprendizaje en el laberinto radial, indicando que a
mayores niveles de ésta, la capacidad de aprendizaje espacial disminuye, tanto en
machos (r=-0.45, p<0.05) como en hembras (r=-0.43, p<0.01) por separado, asi como si
juntamos ambos sexos (r=-0.42, p<0.05) (Fig. 32A).

También existe correlacion positiva significativa entre el contenido de IL-1B en el
hipocampo y los errores de trabajo, en ambos sexos por separado (r=0.46, p<0.05 para
machos y r=0.56, p<0.01 para las hembras) y juntos (r=0.51, p<0.01) (Fig. 32B), lo que
sugiere que el contenido de 1l-1B en hipocampo también deteriora la memoria de trabajo

espacial.
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Figura 32. Correlacion entre el contenido de IL-1p en hipocampo y el indice de aprendizaje o los errores de
trabajo en el laberinto radial. Cada punto representa el valor para IL-1p y el indice de aprendizaje (A) o errores de
trabajo (B) para cada rata. Los valores son la mediatSEM de 26 machos y 27 hembras.

15- Efecto de la exposicion a la mezcla de CYP y END sobre la ansiedad: Test hole
board

La exposicién a END en ratas macho induce ansiedad, mientras que la exposicién a la
mezcla previene el efecto del END y aumenta significativamente el nimero de veces
que las ratas exploran (36+3.5, p<0.05) comparado con las ratas control (28+6), con
CYP solo (25.1+2.6, p<0.05) o con END solo (18+2.2, p<0.001), F(3,73)=6.108,
p<0.001 (Fig. 33A). Por tanto la ansiedad producida por la exposicién a END se
previene por co-exposicion con el CYP. En el caso de las hembras ni la exposicion a

CYP 0 END solos, ni a la mezcla de ambos induce ansiedad (Fig. 33B).
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Figura 33. Efecto de la exposicion a CYP+END en el hole board en machos y hembras. Los valores representan
la mediatSEM de (A) machos VH=37, CYP=16, END=10, CYP+END=14, (B) hembras VH=26, CYP=16,
END=15, CYP+END=15. Los valores significativamente diferentes de las ratas control se indican con asteriscos,
*p<0.05; **p<0.01; a, significativamente diferente de CYP solo a p<0.05 y b, significativamente diferente de END
solo bbb p<0.001.

16- Efecto de la exposicion a la mezcla de CYP y END en el ritmo circadiano de la
actividad motora

Durante el dia (fase de suefio) las ratas macho expuestas a END (1560£124 m.a,
p<0.001) y a la mezcla de CYP+END (1338+163 m.a, p<0.05) presentan una mayor
actividad ambulatoria (m.a) respecto a las control (993+79 m.a), F(3,73)=4.950, p<0.01.
Por tanto, no hay una interaccion entre los pesticidas en la mezcla, ya que se observa el
mismo efecto que tras la exposicién a END solamente (Fig. 34A). El ritmo circadiano
de la actividad ambulatoria no se afecta por la exposicion a la mezcla ni a los pesticidas
solos en las hembras (Fig. 34B).

Durante el dia los machos expuestos a CYP (428440 m.v, p<0.05) o END (46252 m.v,
p<0.01) presentan una mayor actividad vertical (m.v) que los controles (308+26 m.v).
En las ratas expuestas a la mezcla este aumento no se produce, F(3,68)=3.533, p<0.05
(Fig. 34C), lo cual indica que hay una interaccion entre los dos pesticidas que previene
el efecto de los pesticidas por separado.

En cuanto a las hembras, durante la fase de luz aumenta la actividad vertical en las ratas
expuestas a la mezcla (399+27 m.v, p<0.05) respecto a las control (323+23 m.v). Este
efecto no se observa en los pesticidas por separado, F(3,73)=2,536, p<0.05 (Fig. 34D),
indicando que se produce sinergismo entre ambos pesticidas. Las hembras expuestas a

la mezcla, pero no expuestas a cada pesticida individual, deben tener alterado el suefio.

73



A MALES B FEMALES

CYP
END

Night Day .

8000 £ 10000 Night Day
< N
o~ -
- =
© 6000 -
) IS
c 3
3 4000 8
o >
> ]
G 2000 k% * &
5 2
=]
o o 0
<

C
D

2000 Night Day 20004 igh

< < Night Day
g 1500 S

c 15001

'8 8

2

c 1000 5 10004

2 *k :

o * %

. 111 b .
0 @

2 3

- o m@mE R

I Q [a] P4 I o [a]
> > > z i > > z I [ a) I
O w N (6] w > > zZ >
C (6] w

CY+EN

P4
w
T
>
(6]

CY+EN

Figura 34. Efecto de la exposicion a CYP+END en el ritmo circadiano de la actividad motora en machos y
hembras. Los valores representan la media+SEM de: machos (A y C), VH=27, CYP=24, END=15, CYP+END=14;
y hembras (B y D), VH=26, CYP=13, END=11, CYP+END=16. (A y B) actividad ambulatoria; (C y D)
actividad vertical. Los valores significativamente diferentes de las ratas control se indican con asteriscos, *p<0.05;
**p<0.01 y ***p<0.001.

17- Efecto de la exposicion a la mezcla de CYP y END en la actividad motora

17.1- Actividad ambulatoria

La exposicion a la mezcla de CYP+END aumenta la actividad ambulatoria (m.a) en
ratas macho en un ambiente nuevo (1570£148 m.a, p<0.001 comparado con el control o
con END o CYP solos). Sin embargo los machos expuestos a CYP tienen una menor
actividad ambulatoria (785+62). La interaccion entre los dos pesticidas no solo revierte
el efecto del CYP sino que induce el efecto opuesto, F(3,80)=12.58, p<0.001 (Fig.35
A). En el caso de las hembras disminuye la actividad ambulatoria en ratas expuestas a
END pero no en las ratas expuestas a la mezcla, indicando que la co-exposicion con
CYP previene el efecto del END, F(3,86)=4.675, p<0.05 (Fig.35B).
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Figura 35. Efecto de la exposicion a CYP+END en la actividad ambulatoria en machos y hembras. Los
movimientos ambulatorios se registraron durante 1h en un ambiente nuevo. Los valores representan la mediatSEM
de: machos (A) VH=31, CYP=19, END=20, CYP+END=14; hembras (B) VH=34, CYP=17, END=25,
CYP+END=14. Los valores significativamente diferentes de las ratas control se indican con asteriscos *p<0.05;
***p<0.001; a significativamente diferente de CYP aaa p<0.001 y b significativamente diferente de END b p<0.05;
bbb p<0.001.

17.2- Actividad vertical

La exposicion a la mezcla aumenta la actividad vertical (m.v) en ratas macho expuestas
a un ambiente nuevo (324+25 m.v, p<0.05 comparado con las ratas control o expuestas
a CYP solo), aunque en las ratas expuestas a CYP o END solos no se altera la actividad
vertical, F(3,77)=3.839, p<0.05 (Fig. 36A). Estos resultados indican que hay una
interaccion sinérgica entre ambos pesticidas.

En las hembras no se altera la actividad vertical por exposicion a CYP, END o0 a su
mezcla (Fig. 36B).
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Figura 36. Efecto de la exposicién a CYP+END en los movimientos verticales en machos y hembras. (A)
Machos y (B) Hembras. Los valores representan la mediaxtSEM de VH= 29, CYP=18, END=21, CYP+END=13,
para los machos y VH=36, CYP=19, END=25, CYP+END=16 para las hembras. Los valores significativamente
diferentes de las ratas control se indican con asteriscos, *p<0.05; a significativamente diferente de CYP a p<0.05.

17.3- Actividad estereotipica

La exposicion a la mezcla aumenta los movimientos estereotipicos en ratas macho
(6696+£263 m.e, p<0.01) respecto a las ratas control (5650+169 m.e), F(3,79)=2.521,
p<0.01. Sin embargo, las ratas expuestas a CYP o END por separado no tienen alterados
los movimientos estereotipicos (Fig. 37A). Se produce una interaccion sinérgica entre
ambos pesticidas.

En las hembras se observan los mismos efectos que en los machos: la exposicion a la
mezcla, pero no a los pesticidas por separado, incrementa el nimero de movimientos
estereotipicos (6981+399 m.e, p<0.05), respecto a las ratas control (6207£178 m.e),
F(3,89)=2.742, p< 0.05 (Fig. 37B).
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Figura 37. Efecto de la exposicion a CYP+END en los movimientos estereotipicos en machos y hembras. Los
valores representan la mediaxtSEM de machos (A) VH=30, CYP=19, END=22, CYP+END=12 y hembras (B)
VH=34, CYP=19, END=25, CYP+END=15. Los valores significativamente diferentes de las ratas control se indican

con asteriscos, *p<0.05; **p<0.01.

18- Efecto de la exposicion a la mezcla de CYP y END en la coordinacion motora
18.1- Rotarod

La exposicion perinatal a CYP o END solos o en la mezcla en ratas macho no altera la
coordinacion motora en el rotarod (Fig. 38A). En cuanto a las hembras, tanto el CYP
como el END empeoran la coordinacién motora en el rotarod, pero la exposicion a la
mezcla de ambos pesticidas no la altera (184+11s, p<0.05 comparado con las ratas
control, CYP o0 END solos), F(3,72)=5.961,p<0.01, (Fig. 38B). Por tanto la exposicion a

estos pesticidas mezclados anula el efecto de cada uno por separado.
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Figura 38. Efecto de la exposicion perinatal a CYP+END en la coordinaciéon motora en el rotarod en machos y
hembras. Los valores representan la mediatSEM del siguiente nimero de animales: A, machos VH=22, CYP=12,
END=14, CYP+END=15; B, hembras VH=28, CYP=13, END=19, CYP+END=16. Los valores significativamente
diferentes de las ratas control se indican con asteriscos, *p<0.05; a significativamente diferente de CYP, a p<0.05y b

significativamente diferente de END b p<0.05.
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18.2- Beam walking

En los machos expuestos a la mezcla de CYP+END se observa un aumento del nimero
de resbalones (1.7+£0.28, p<0.001 comparado con el control o con CYP solo),
F(3,77)=5.72, p<0.001, (Fig. 39A). La co-exposicion con CYP y END produce un
efecto sinérgico.

La exposicion a END aumenta el nimero de resbalones en las hembras y la exposicién a
la mezcla tiene igual efecto (1.2+0.22 resbalones, p<0.05 comparado con los controles),
F(3,79)= 3.626, p<0.05 (Fig. 39B). Por tanto en las hembras no hay interaccion entre los

pesticidas.
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Figura 39: Efecto de la exposicion perinatal a CYP+END en la coordinacion motora en el beam walking en
machos y hembras. Los valores representan la media+SEM de: VH=32, CYP=18, END=18, CYP+END=13 para los
machos (A) y VH=30, CYP=20, END=22, CYP+END=11 para las hembras (B). Los valores significativamente
diferentes de las ratas control se indican con asteriscos, *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. a significativamente
diferente de CYP, aaa p<0.001.

19- Efectos de la exposicion perinatal a CYP y END en los niveles extracelulares de
GABA en el cerebelo.

En las ratas macho no se alteran significativamente los niveles de GABA extracelular en
cerebelo, ni por exposicion a CYP o END por separado ni por exposicion a la mezcla de
ambos pesticidas, aunque se observa un ligero aumento en machos expuestos a END y
la exposicion a CYP+END tiende a disminuir el GABA (Fig. 40A).

En las hembras la exposicion a CYP o END aumenta los niveles basales extracelulares
de GABA. Sin embargo la exposicion a la mezcla de CYP+END no altera los niveles de
GABA (9+3 nM, p<0.05 comparado con END solo), lo cual sugiere un efecto
compensatorio entre ambos pesticidas, el cual previene el efecto de los pesticidas
individuales, F(3,35)=3.584, p<0.05 (Fig. 40B). Corroborando la correlacion existente
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entre GABA extracelular en cerebelo y coordinacion motora en el rotarod, en las
hembras se deteriora la coordinacion motora en el rotarod cuando aumenta el GABA,
pero en las ratas expuestas a la mezcla en las que el GABA extracelular en cerebelo no

aumenta, no se deteriora la coordinacion motora.
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Figura 40: Efecto de la exposicion perinatal a CYP+END en los niveles extracelulares de GABA en cerebelo de
machos y hembras. Se obtuvo liquido extracelular por microdialisis cerebral in vivo en el cerebelo y se analizo el
GABA en estas muestras por HPLC. Los valores representan la mediatSEM del siguiente nimero de animales:
machos (A) VH=8, CYP=8, END=6, CYP+END=3; hembras (B) VH=14, CYP=7, END=9, CYP+END=9. Los
valores significativamente diferentes de las ratas control se indican con asteriscos, *p<0.05; **p<0.01; b diferencias
significativas con END solo b p<0.05.

20- Efecto de la exposicion a la mezcla de CYP y END el aprendizaje asociativo:
Tarea de evitacion activa

Las ratas macho expuestas a END realizan menos evitaciones (20+1.8, p<0.05) respecto
a las control (26.5+1.5), es decir, tienen empeorado el aprendizaje asociativo. Sin
embargo la exposicion a la mezcla no induce este efecto, F(3,52)=3.024, p<0.05 (Fig.
41A). La interaccion entre los dos pesticidas previene este efecto.

En las hembras por el contrario, se produce una interaccion sinérgica, ya que las ratas
expuestas a la mezcla, pero no las expuestas a los pesticidas individuales, tienen mas
dificultades para asociar el estimulo con la posterior descarga y realizan menos
evitaciones: 21+1.1 evitaciones, p<0.001, respecto a las control (32+1.8 evitaciones
p<0.001) y, respecto a END solo, F(3,54)=6.845, p=0.001 (Fig. 41B).
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Figura 41. Efecto de la exposicion a CYP+END en la evitacion activa en machos y hembras. Los valores
representan la mediatSEM de (A), machos: VH=27, CYP=17, END=9, CYP+END=5; (B), hembras VH=21,
CY=13, EN=18, CYP+END=6). Los valores significativamente diferentes de las ratas control se indican con
asteriscos, *p<0.05; ***p<0.001; b significativamente diferente de END solo, bbb p<0.001.

21- Efecto de la exposicion a la mezcla de CYP y END en aprendizaje y memoria
espaciales en el laberinto radial

21.1- indice de aprendizaje

Las ratas macho expuestas a CYP (7.6x1, p<0.01), END (7.2£0.8, p<0.001) y a la
mezcla (6.2+0.6, p<0.001) muestran un aumento menor del indice de aprendizaje el dia
cuatro de entrenamiento comparado con las ratas control (12+0.9) (Fig. 42B). Ademas
los dias 3 y 5, los machos expuestos a la mezcla también presentan un indice menor de
aprendizaje comparado con las ratas expuestas a CYP (p<0.05) (Fig.42A). Estos
resultados sugieren que la exposicion a la mezcla de los dos pesticidas induce un efecto
mayor que cada uno por si solo. La ANOVA de dos vias indica un efecto de los
pesticidas (F(3,221)=10.2, p<0.0001) y del tiempo (F(4,221)=33.8, p<0.0001)
significativos, mientras que la interaccion no es significativa (F(12,221)=1.6, p>0.05).
En las hembras ni el END o el CYP solos, ni su mezcla, alteran el indice de aprendizaje,

por lo que no hay interaccion de los dos pesticidas en la mezcla (Figs. 42C y D).
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Figura 42. Efectos de la exposicion perinatal a la mezcla de CYP+END en el indice de aprendizaje en el
laberinto radial en machos y hembras. Se representa el indice de aprendizaje a lo largo del entrenamiento (A,
Machos y C Hembras) y el dia 4 (B Machos y D Hembras). Los valores son la mediatSEM de VH=7, CYP=10,
END=10, CYP+END=13. Los valores significativamente diferentes de los controles se indican con asteriscos,
*p<0.05;**p<0.01 y ***p<0.001; a, diferente de CYP solo, a p<0.05.

21.2- Errores de referencia

Los errores de referencia en machos expuestos a CYP o END son mayores que en las
ratas control el dia cuatro de entrenamiento. En machos expuestos a la mezcla de
CYP+END, también estdn aumentados los errores de referencia el dia cuatro (141,
p<0.001), comparado con los controles (8+1) (Fig. 43B), pero ademas los dias 3y 5
también cometen mas errores (p<0.05 y p<0.01) que los controles o los machos
expuestos a cada pesticida individualmente (Fig. 43A). La ANOVA de dos vias indica
un efecto de los pesticidas (F(3,207)=11, p<0.0001) y del tiempo (F(4,207)=18,
p<0.0001) significativos, mientras que la interaccion no es significativa (F(12,207)=1.8,
p>0.05). Estos resultados sugieren que la exposicion a la mezcla de los dos pesticidas

induce un efecto mayor que cada uno por si solo.
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En las hembras ni el END o el CYP solos, ni su mezcla, alteran los errores de referencia

(Figs. 43C y D). En este caso no hay interaccion entre END y CYP.
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Figura 43. Efectos de la exposicion perinatal a la mezcla de CYP+END sobre los errores de referencia en el
laberinto radial en machos y hembras. Se representan los errores a lo largo del entrenamiento (A Machos y C
Hembras) y el dia 4 (B Machos y D Hembras). Los valores son la media+tSEM del mismo ndmero de animales que en
el indice de aprendizaje. Los valores significativamente diferentes de los controles se indican con asteriscos,
*p<0.05;**p<0.01 y ***p<0.001; a, diferente de CYP solo, a p<0.05 y aa p<0.01.

21.3-Errores de trabajo.

La exposicion a CYP o END por separado no afecta a la memoria de trabajo en ratas
macho (Fig.44B), sin embargo la mezcla de CYP+END aumenta significativamente el
namero de errores de trabajo a lo largo de los cinco dias que dura el entrenamiento
respecto a las ratas control, produciéndose un efecto de sinergismo (Fig. 44A). El efecto
de los pesticidas, F(3,225)=10.1, p<0.0001 y el del tiempo, F(4,225)=10.31, p<0.0001
son significativos pero la interaccion no (F(12,225)=1.33, p>0.05). ElI namero total de
errores de trabajo en las ratas control es 24+3, mientras que en las ratas expuestas a la
mezcla es significativamente mayor (365 errores, p<0.05) (Fig. 44B). Los errores
totales en los machos expuestos a la mezcla también son significativamente mayores

que los de machos expuestos a CYP (p<0.05) o END (p<0.05) solos (Fig. 44B).
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La exposicion a CYP reduce los errores de trabajo en las hembras (23+3, p<0.05)
comparado con las hembras control (36+4). Sin embargo, las ratas expuestas a la mezcla
comenten errores de trabajo equiparables a los de las ratas control (44+4 errores,
p<0.001 comparado con CYP) (Fig.44D). El efecto del pesticida (F(3,220)=6.6,
p<0.001) y el efecto del tiempo (F(4,220)=11, p<0.0001) son significativos, pero no hay
interaccion significativa (F(12,220)=0.35, p>0.05) (Fig. 44C). Por tanto la co-
exposicioén con END previene el efecto del CYP.
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Figura 44. Efectos de la exposicion perinatal a la mezcla de CYP+END en la memoria de trabajo en el
laberinto radial en machos y hembras. Se representan los errores de trabajo a lo largo del entrenamiento (A
Machos y C Hembras) y los errores totales (B Machos y D Hembras). Los valores son la mediatSEM del mismo
nimero de animales que en el indice de aprendizaje. Los valores significativamente diferentes de los controles se
indican con asteriscos *p<0.05; ***p<0.001; a diferente significativamente de CYP a p<0.05, aa p<0.01, aaa p<0.001
y b significativamente diferente de END b p<0.05.
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22- Efecto de la exposicion a la mezcla de CYP y END en el aprendizaje y memoria
espaciales en el MWM

La exposicién a END aumenta el tiempo en alcanzar la plataforma respecto a las ratas
control el dia tres de entrenamiento en ratas macho, mientras que los machos expuestos
a CYP alcanzan la plataforma en menor tiempo que los controles. La exposicion a la
mezcla CYP+END aumenta el tiempo que necesitan para encontrar la plataforma
(60£9s, p<0.05 comparado con los controles, p<0.01 comparado con CYP). Por tanto el
efecto beneficioso del CYP es suprimido por la co-exposicion con el END (Fig. 45B).
La ANOVA de dos vias muestra que hay una interaccion significativa entre el tiempo y
los pesticidas (F(4,90)=3.22, p<0.05). El efecto de los pesticidas también es
significativo (F(4,90)=3.89, p<0.05) y el del tiempo (F(2,90)=40.08, p<0.0001) (Fig.
45A).

En el caso de las hembras ocurre lo mismo que en los machos, la exposicion a CYP
mejora el aprendizaje espacial, pero en las ratas expuestas a la mezcla se revierte este
efecto beneficioso (40+4.6 s, p<0.05 comparado con CYP) (Fig. 45D). La interaccion
no es significativa (F(4,105)=0.4911, p>0.05), pero el efecto del pesticida
(F(2,105)=7.64, p<0.001) y del tiempo (F(2,105)=33.32, p<0.0001) son significativos
(Figs. 45C).
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Figura 45. Efecto de la exposicion perinatal a la mezcla de CYP+END en el aprendizaje espacial en el MWM
en machos y hembras. En A (Machos) y C (Hembras) se representa el tiempo en alcanzar la plataforma a lo largo de
los dias de entrenamiento, y en B (Machos) y D (Hembras), el dia 3 de entrenamiento. Los valores son la
mediatSEM del nimero de animales indicados en cada grupo, entre paréntesis. Los valores significativamente
diferentes de los controles se indican con asteriscos *p<0.05;**p<0.01; a significativamente diferente de CYP a
p<0.05; aa p<0.01.

La exposicion a CYP o END no afecta a la memoria espacial en el MWM ni en machos
ni hembras. Las ratas macho expuestas a la mezcla permanecen menos tiempo en el
cuadrante donde estaba la plataforma (23+2.4s, p<0.05 comparado con CYP (36+4.5s) 0
END (39+5.7s) solos, F(3,36)=2.295, p>0.05, (Fig. 46A). Esto indica que hay una
interaccidn sinérgica entre los dos pesticidas en la mezcla, la cual empeora la memoria

espacial en el MWM, en los machos, pero no en las hembras (Fig. 46A-B).
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Figura 46. Efecto de la exposicion perinatal a la mezcla de CYP+END en la memoria espacial en el MWM en
machos y hembras. Se representa el tiempo que permanecen las ratas en el cuadrante correcto, machos (A), hembras
(B). Los valores son la mediatSEM del mismo nimero de animales que en la Fig. 45. a significativamente diferente
de CYP a p<0.05 y b significativamente diferente de END b p<0.05.

23- Efectos de la exposicion a la mezcla de CYP y END en el contenido de
marcadores de neuroinflamacion y de las subunidades del receptor de NMDA en el
hipocampo.

Analizamos si la interaccion entre los dos pesticidas modifica los efectos de los
pesticidas individuales sobre la neuroinflamacion en el hipocampo. En ratas macho,
tanto el CYP como el END por separado, aumentan el contenido de la IL-1p, sin
embargo la exposicion a la mezcla CYP+END no induce este aumento (p<0.01
comparado con CYP solo) y los niveles de IL-1B (87% del control) son equiparables a
los de las ratas control (Tabla 1). El contenido de Iba-1 se reduce por exposicion a CYP,
mientras que la exposicion a la mezcla no induce cambios en el contenido de Iba-1,
comparado con los controles (Tabla 1). Por tanto la interaccion también previene el
efecto del CYP solo sobre el contenido de Ibal. Los niveles de IL-10 se reducen por
exposicion a END mientras que la exposicion a la mezcla no produce tal efecto, por lo
que otra vez los pesticidas en la mezcla interaccionan para prevenir el efecto de END
solo (Tabla 1). Estos resultados sugieren que, en general, los pesticidas en la mezcla
interaccionan de manera que producen un efecto menor que los pesticidas solos sobre
los factores inflamatorios en el hipocampo.

En las ratas hembra el contenido de IL-1B aumenta tras la exposicion a END (139+19 %
de los controles) y también en hembras expuestas a la mezcla CYP+END (147122 % de

los controles, p<0.05 comparado con el control) (Tabla 1). Por tanto no se produce
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interaccion entre los dos pesticidas. Los niveles de IL-10 estan aumentados en ratas
expuestas a CYP, END o a la mezcla de ambos (164+21% de los controles, p<0.01
comparado con los controles) (Tabla 1). Tampoco en este caso hay interaccion entre los
pesticidas en la mezcla. En cuanto a los niveles de IL-4 aumentan por exposicion a END
y la mezcla también induce aumento de IL-4 (175£40 % de los controles, p<0.05
comparado con el control) (Tabla 1). Ya que observamos el mismo efecto en hembras
expuestas a END solo, que en las expuestas a CYP+END, no se produce interaccion
entre los dos pesticidas en ninguno de los factores inflamatorios analizados en el
hipocampo, al contrario de lo que ocurria en los machos, sugiriendo también que la
interaccion entre los pesticidas es diferente en machos y hembras, o bien los
mecanismos por los que inducen neuroinflamacion son diferentes.

Por otra parte el contenido de la subunidad NR1 del receptor NMDA esta aumentado
significativamente en machos y hembras (132+14% y 137+13% de los controles,
respectivamente p<0.01) expuestos a END, pero este efecto se previene por la co-
exposicién con CYP, tanto en machos como en hembras (76+x7% y 82+11% de los
controles, respectivamente). El contenido de NR2A esta disminuido en hembras, pero
no en machos, por exposicion a CYP (64+10% de los controles, p<0.05) o END
(67£11% de los controles) y este efecto se previene en hembras expuestas a la mezcla
(87£13% de los controles). Finalmente, el contenido de NR2B esta disminuido en
machos expuestos a CYP (72+£14% de los controles, p<0.05), END (79+5%, p<0.05) o
la mezcla (71+11% de los controles, p<0.05), por tanto no se observa interaccion. En las
hembras, el CYP también disminuye el contenido de NR2B (67+£12% de los controles,
p<0.05), pero no el END. La exposicion a la mezcla aumenta el contenido de NR2B
(130+14% de los controles) indicando que hay una interaccion entre ambos pesticidas,

produciendo un efecto opuesto al del CYP solo (Tabla 1).
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Tabla 1. Contenido de proteinas en el hipocampo de machos y hembras expuestos a END, CYP o CYP+EN

Protein |Amount of protein in hippocampus (% of control rats)
CYP END CY + EN
IL-B Males 185 +21 *** | 149+ 28 * 87 +22%
Females 115+ 12 139+19* 147 +22 *
lbal Males 74+9* 108 £ 9 96+ 9
Females 83+9 112+ 8 93+8
IL-10 Males 111+7 65+ 9 ** 80+9°
Females | 183+30*** | 165+ 21** | 164+ 22**
IL-4 Males 115+ 14 107 + 20 108 + 11
Females 121 +11 140 + 12* 175+ 40*
- " ]
NR1 Males 104 + 19 132 +14% | 76+7*
Females 104 + 15 137 + 13** g2+ 11°°
NR2A Males 91+13 110 £ 23 85+ 18
Females 64+10%* 67 + 11* 87 + 13
NR2B Males 72+147% 79 £ 5* 71+11%
Females 67 + 12 ** 107 + 14 | 130+ 14 **

Los datos se expresan como porcentaje de las ratas control. Los valores son la mediatSEM de 6-10 ratas. Los valores
significativamente diferentes de los controles se indican con asteriscos *p<0.05; **p<0.01 y ***p<0.001; a

significativamente diferente de CYP a p<0.05, aa p<0.01, b p<0.05 y bb p<0.01.
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DISCUSION

1. Alteraciones en el aprendizaje asociativo y ansiedad por exposicion a
pesticidas durante el desarrollo. Mecanismos implicados y diferencias de
género.

Segun nuestros resultados, las hembras control aprenden mas répido la tarea de
evitacion activa que los machos control. Otros autores encontraron esto mismo y
ademas si a las hembras se les administraba en edad temprana testosterona, realizaban la
tarea peor incluso que los machos controles (Beatty y Beatty, 1970). También en
ratones adolescentes se ha descrito un mejor aprendizaje de evitacion por parte de las
hembras (Spréwitz et al, 2013). Las diferencias de sexo en los procesos de aprendizaje
condicionado, incluyendo la evitacion activa, han sido revisadas por Dalla y Shors,
(2009). La mejor capacidad de las hembras para aprender esta tarea puede deberse a
diferentes comportamientos entre machos y hembras, ya que los machos tienden a
quedarse mas quietos ante un estimulo adverso, mientras que las hembras son mas
activas, como también se demuestra en los tests de actividad tal y como hemos
comprobado en los resultados de esta tesis. La diferencia de comportamiento parece
deberse a que la testosterona tiene propiedades ansioliticas e induce una inhibicion del
comportamiento, es decir, la inactividad ante el estimulo adverso (Dalla y Shors, 2009)

Las diferencias de sexo en el aprendizaje asociativo condicionado deben contribuir a las
diferencias observadas por la exposicion a los pesticidas en machos y hembras en la
tarea de evitacion activa. EI CPF deteriora el aprendizaje asociativo en hembras,
mientras que lo mejora en machos. Oriel y Kofman, (2015) describieron una
disminucion del numero de evitaciones en la tarea de evitacion activa en ratones macho
adultos expuestos a CPF 1 mg/kg/dia durante los dias 4 a 10 postnatal. Sin embargo este
efecto se produjo en una de las dos cepas utilizadas en el estudio pero no en la otra. Por
tanto la discrepancia con nuestros resultados puede ser debida a que es un efecto muy
especifico, que debe ser diferente en ratas y ratones. EI END Unicamente deteriora el
aprendizaje asociativo en los machos mientras que el CARB lo deteriora Ginicamente en
hembras. El tratamiento cronico con END (2 mg/kg/dia) en adultos, también deteriora la
respuesta de evitacion condicionada (Balasubramaniam et al, 1995). La exposicion
neonatal a otros pesticidas organoclorados como el clordecone también deteriora el
aprendizaje de la evitacion en ratas (Mactutus and Tilson, 1984). Aunque no hay

literatura sobre el CARB, otros carbamatos como el carbofurano disminuyen la
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respuesta de evitacion tras la exposicion cronica en ratas adultas (Kamboj y Sandhir,
2007).

La exposicion a END también produce ansiedad en ratas macho pero no en hembras
(Fig.11). Tanto el aprendizaje asociativo como la ansiedad se modulan por un circuito
que implica la amigdala y el NAcc, formando parte del circuito de las emociones y la
recompensa (Ramirez et al, 2015). Esto sugiere que la exposicion a END debe estar
afectando este circuito neuronal. Ademds, se ha propuesto una relacion entre las
diferencias en la respuesta a estimulos aversivos (evitacion activa) entre hembras y
machos y la mayor vulnerabilidad de las hembras a sufrir trastornos de ansiedad, la cual
se deberia a que el hecho de aprender mejor la asociacion entre estimulo y respuesta
hace mas dificil de extinguir esta asociacion y por tanto conduce a estados de ansiedad
(Catuzzi y Beck, 2014).

2- Alteraciones del ritmo circadiano de la actividad motora por exposicion a
pesticidas durante el desarrollo. Mecanismos implicados y diferencias de
género.

En ratas, puesto que son animales nocturnos, el ciclo suefio-vigilia corresponde con la
fase de suefio durante el dia (fase de luz) y la vigilia durante la noche (fase de
oscuridad), momento en el cual las ratas estan méas activas. La exposicion a algunos
pesticidas altera el ciclo del suefio de las ratas. Las ratas macho expuestas a END
presentan mayor numero de movimientos ambulatorios y verticales que las ratas control
durante la fase de luz, sugiriendo que estas ratas pueden tener alterado el ciclo del
suefio. El aumento de ansiedad podria contribuir al aumento de actividad en la fase de
suefio y ser responsable de posibles alteraciones del suefio. EI END actla sobre el
receptor GABA. EI GABA juega un papel importante en la regulacion de la sintesis de
melatonina (Buijs et al, 2003; Vieira et al, 2005).

El receptor GABA-A en el nlcleo supraquiasmatico regula la sincronizacion de los
ritmos circadianos, tanto in vitro (Gribkoff et al, 2003) como in vivo (Pinto y
Golombek, 1999; Shirakawa et al, 2001). Delpuech et al, (2015) ponen de manifiesto
que la exposicién a bajas dosis de END en dos especies de insectos parasitos de las
larvas de Drosophila altera el ritmo circadiano de actividad motora, aumentando la
actividad nocturna.

La exposicion a CPF o CYP también aumenta la actividad durante la fase de suefio, pero

no induce ansiedad. Otros autores han descrito que la exposicion a CPF altera el ritmo
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circadiano de la temperatura corporal incluso a bajas dosis y el de actividad motora a
dosis més elevadas en ratas macho (Gordon y Padnos, 2002). Al igual que el END, la
exposicion durante el desarrollo a CPF o CYP debe de estar alterando el suefio. Sin
embargo ningln pesticida altera el ritmo de actividad en las hembras. Por tanto existen
también diferencias de sexo en el efecto de los diferentes pesticidas sobre los ritmos
circadianos de actividad, siendo los machos mas sensibles.

Se ha visto que existe una relacion entre el TDAH vy alteraciones en el ritmo circadiano
y la estacionalidad (trastorno afectivo estacional) en humanos adultos (Wynchank et al,
2016). Ademas se sabe que alteraciones en el suefio son caracteristicas de los sindromes
del espectro autista (Kotagal y Broomall, 2012; Hundley et al, 2016) o del TDAH
(Gregory et al, 2016; Vélez-Galarraga et al, 2016).

3- Alteraciones de la actividad motora por exposicion a pesticidas durante el
desarrollo. Mecanismos implicados y diferencias de género.

La exposicion a CPF 0.1 mg/kg/dia aumenta la actividad motora, tanto en machos como
en hembras, mientras que concentraciones mas elevadas no la alteran. La actividad
motora se modula por complejas interacciones entre los sistemas glutamatérgico,
GABAérgico, dopaminérgico y colinérgico, estando implicados diferentes circuitos
neuronales y &reas cerebrales. Uno de los receptores de neurotransmisores que modula
la actividad motora son los receptores de NMDA en el hipocampo ventral, cuya
activacion induce liberacion de DA en el NAcc, la cual aumenta la actividad motora
(Brudzynski y Gibson, 1997; Peleg-Raibstein y Feldon, 2006; Barr et al, 2014).
Cambios en la expresion de las subunidades del receptor NMDA en el hipocampo
alteran la comunicacion entre el hipocampo ventral y el NAcc, de manera que se altera
la neurotransmision dopaminérgica en el nucleo accumbens, induciendo alteraciones en
la actividad motora (Barr et al, 2014). Nosotros encontramos que el contenido de las
subunidades NR1, NR2A y NR2B del receptor NMDA estd incrementado tras la
exposicion a CPF 0.1 mg/kg/dia pero no tras la exposicion a dosis mas elevadas en ratas
machos. Ademas, el CYP disminuye la actividad motora y el contenido de la subunidad
NR2B en el hipocampo de machos. Estos resultados muestran una clara asociacion entre
el contenido de la subunidad NR2B de los receptores NMDA en el hipocampo vy la
actividad motora en machos. EI CPF 0.1 aumenta y el CYP disminuye, tanto el
contenido de NR2B como la actividad motora. El END, CARB y dosis mayores de CPF

no alteran ni el contenido de NR2B ni la actividad motora. Por tanto cambios en el
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contenido de NR2B en hipocampo deben contribuir a las alteraciones de la actividad
motora en machos. La ausencia de efectos de las dosis mas elevadas de CPF sobre la
actividad motora puede deberse a la ausencia de efectos sobre el contenido de
subunidades del receptor NMDA en el hipocampo. Este hecho se podria explicar si
dosis mas elevadas de CPF indujeran otros efectos que anularan el aumento de
subunidades del receptor NMDA inducido por dosis menores de CPF. En la literatura se
han descrito otras situaciones en las que no se encuentra una respuesta dependiente de
dosis por exposicion a CPF. Se han descrito efectos adversos sobre el comportamiento
mayores para 1 mg/kg/dia que para 5 mg/kg/dia de CPF, tanto en rata (Levin et al,
2002) como en ratdn (Braquenier et al, 2010). La exposicién a 0.1 o 0.3 mg/kg/dia de
CPF no inhibe la AChE mientras que dosis de 1 mg/kg/dia si induce cierto grado de
inhibicidn (Zheng et al, 2000; Mattson et al, 2000). Se ha sugerido que las alteraciones
inducidas por inhibicion de la AChE por dosis méas altas de CPF pueden compensar
alteraciones inducidas a través de otros mecanismos durante el desarrollo por dosis
menores de CPF (Levin et al, 2002). Carr et al (2001) describieron que la exposicion a
CPF a dosis que inhiben la AChE reducen la actividad motora. Es posible que en
nuestro estudio las dosis mas altas de CPF inhiban la AChE induciendo una
disminucion de la actividad motora que compensa el aumento inducido por dosis mas
bajas de CPF por mecanismos independientes de la inhibicion de la AChE.

En hembras el contenido de las subunidades del receptor NMDA en hipocampo no
aumenta por exposicion a CPF lo cual indicaria que otros mecanismos podrian ser los
responsables del aumento de la actividad motora. De hecho, existe una correlacion
positiva entre el contenido de las subunidades del receptor NMDA en hipocampo y la
actividad motora en machos, pero no en hembras. Esto sugiere que, aunque la actividad
motora espontanea esté afectada de manera similar en machos y hembras, existen
diferencias de género en los mecanismos moleculares subyacentes a estas alteraciones.
Otros autores han descrito diferencias de género en la modulaciéon de la actividad
locomotora por receptores de NMDA. Las hembras son mas sensibles a los efectos del
bloqueo de receptores NMDA con MK-801 que los machos. Efectos motores como
hiperlocomocidn o ataxia se inducen en hembras a una dosis de MK-801 de 0.1 mg/kg,
mientras que en machos es necesaria una dosis mayor (0.3 mg/kg) para inducir estos
efectos, lo cual sugiere diferencias de género en la modulacion endogena de los
receptores NMDA (Ho6nack y Ldscher, 1993). La administracion aguda de MK-801 en

ratas adultas es mas efectiva en hembras que en machos sobre la estimulacion de ataxia
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y locomocion y sobre la inhibicion del comportamiento estacionario, mientras que en
machos es méas potente sobre la estimulacion de los movimientos estereotipicos y la
tigmotaxis y sobre la inhibicion de los movimientos verticales y el acicalamiento
(Feinstein y Kritzer, 2013). Diferencias en la expresion de las subunidades del receptor
NMDA durante el desarrollo en machos y hembras han sido descritas por Damborsky y
Winzer-Serhan, (2012), los cuales encontraron que los machos tienen mayor expresion
de NR2A y menor expresion de NR2B, comparado con las hembras, el dia postnatal 5,
pero las diferencias ya no se observan el dia 8. Estas diferencias en la funcién del
receptor NMDA y en la expresion de las diferentes subunidades durante el desarrollo
entre machos y hembras deben contribuir a las diferencias de género que hemos
encontrado en los efectos de los pesticidas sobre la expresion de las subunidades del
receptor NMDA en hipocampo.

La exposicién durante el desarrollo a metales como el mercurio y el plomo inducen
alteraciones en la expresion de NR2A en hipocampo de forma diferente en machos y
hembras (Newman et al, 2002). También se han descrito previamente en la literatura
efectos de la exposicion a CPF o CYP sobre los receptores NMDA. EI CPF aumenta el
contenido de NR2A y NR2B en el hipocampo de ratas jovenes y adultas (Gultekin et al,
2007). Antagonistas del receptor NMDA previenen la neurotoxicidad del CPF in vitro
(Rush et al, 2010). La exposicion a CYP durante el desarrollo disminuye la expresion de
la subunidad NR1 en hipocampo en ratones (Zhang et al, 2012).

Como ya se ha dicho en la introduccion el nimero de casos de nifios con hiperactividad
en los Ultimos afios ha aumentado y se ha relacionado con el aumento de la exposicion a
nuevos compuestos con efectos neurotoxicos durante el desarrollo cerebral, entre ellos
el CPF (Grandjean y Landrigan, 2014). Nifios de hasta tres afios expuestos a CPF
obtienen baja puntuacion en el indice de desarrollo psicomotor de Bayler (Rauh et al,
2006). Se han descrito alteraciones en la funcion del receptor NMDA en modelos
animales de TDHA (Jensen et al, 2009; Udvardi et al, 2013). La hiperactividad inducida
por exposicion a CPF durante el desarrollo puede contribuir a la aparicion de TDAH en
nifos y nuestros resultados sugieren que alteraciones de los receptores de NMDA
pueden ser la base de la hiperactividad inducida por CPF. El aumento de movimientos
estereotipicos por exposicion prenatal a CPF indica que el sistema dopaminérgico debe
estar alterado ya que este comportamiento se induce por activacion de receptores de DA
(Orzi et al, 1993; Dwyer y Leslie, 2016). Este comportamiento, presente en

esquizofrenia, adiccion y en nifios con TDAH o trastornos del espectro autista, ha sido
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previamente encontrado en ratas tratadas prenatalmente con CPF (Grabovska y Salyha,
2015). Ademés se ha descrito recientemente que inflamacion crénica de bajo grado
induce movimientos estereotipicos y altera el metabolismo de la DA (Erbas et al, 2015).
Nosotros hemos encontrado neuroinflamacién en hipocampo y otros autores han
demostrado inflamacién inducida por exposicion a CPF (Zhang et al, 2015). Por tanto
este podria ser un mecanismo que contribuya al aumento de movimientos estereotipicos
por exposicion a CPF. Por tanto, el CPF parece inducir comportamientos anormales
tipicos de trastornos como la esquizofrenia, el comportamiento adictivo o el TDAH o
trastornos del espectro autista, siendo los machos mas susceptibles a su efecto que las
hembras, mientras que no hemos observado alteraciones en los movimientos

estereotipicos en ratas expuestas a los otros pesticidas.

4- Alteraciones de la coordinacion motora por exposicion a los diferentes
pesticidas durante el desarrollo. Mecanismos implicados y diferencias de
género.

El efecto de los pesticidas sobre la coordinacion motora depende del género y del test
que se utilice. EI beam walking mide coordinacion en los movimientos mas finos y es
mas sensible a efectos leves, que el rotarod (Stanley et al, 2005; Luong et al, 2011). La
coordinacion motora en el rotarod est4 deteriorada en las hembras expuestas a CYP,
END o CPF pero no en los machos. EI END también indujo incoordinacion motora en
el beam walking. Sin embargo el CYP y el CPF no afectan a la coordinacion motora en
el beam walking en hembras. Hamm et al, (1994), observaron que ratas con lesiones
leves y moderadas muestran déficits significativos en el rotarod, mientras que solo se
observaron déficits significativos en el beam walking en las ratas con lesiones
moderadas, no leves. Estos autores sugieren que el rotarod mide aspectos del deterioro
motor diferentes de los que evalGa el beam walking. En machos, aunque ningln
pesticida altera la coordinacion en el rotarod, la exposicion a CPF o CARB si empeora
la coordinacion motora en el beam walking, lo cual sugiere que estos pesticidas inducen
alteraciones moderadas de la coordinacion motora en los machos, detectables con el
beam walking, pero no con el rotarod.

Diferencias de género en las alteraciones de la coordinacion motora inducidas por
diferentes agentes o alteraciones moleculares han sido descritas previamente. Un raton
mutante sin la subunidad NR1 del receptor NMDA en corteza mostré diferencias de

género en el deterioro de la coordinacién motora (Quintero et al, 2008). También se han
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descrito diferencias de género en las alteraciones de la coordinacion motora inducidas
por diazepam (Olvera-Hernandez y Fernandez-Guasti, 2011) un agonista de la
serotonina y fluoxetina (Olvera-Hernandez et al. 2013) o por tdxicos como el
toxoplasma (Xiao et al, 2012), etanol (Koirala et al, 2008) o plomo (Mansouri et al,
2013). Parsania et al, (2014), administraron Vinblastina (tratamiento comun en algunos
tipos de tumores) desde el dia postnatal 23 al 52 y observaron que los machos
permanecian menos tiempo sobre el rotarod que las hembras tratadas con el mismo
compuesto. Estos autores sugieren que es debido al dimorfismo sexual en la
organizacion y funcion del cerebro.

Las hembras control, como se puede observar en la Fig.17, permanecen mas tiempo
sobre el rotarod que los machos control. Esto puede deberse simplemente al menor
tamafio de las hembras comparado con los machos. Kova'cs y Pearcel, (2013)
describieron la influencia del peso corporal en el tiempo de permanencia en el rotarod.
Los pesticidas utilizados en este estudio no afectan al peso corporal pero el peso de
machos y hembras es muy diferente en el momento en el que se llevan a cabo las
pruebas de coordinacién motora. Por este motivo no podemos comparar directamente la
coordinacion motora entre machos y hembras.

Ratas expuestas durante el desarrollo a contaminantes ambientales persistentes, como
algunos PCBs, muestran incoordinacion motora en el rotarod, asociada con aumento del
GABA extracelular en el cerebelo (Boix et al, 2010). Puesto que la exposicion a END o
CYP incrementa el contenido del GABA extracelular en cerebelo en hembras pero no
en machos y existe una correlacion significativa entre el contenido del GABA vy el
tiempo en el rotarod, éste podria ser el mecanismo por el que estos pesticidas inducen
incoordinacién motora en las hembras. La exposicion a CPF (0.3 mg/kg/dia) induce
incoordinacién motora en machos, en el beam walking, pero no en el rotarod. EI| GABA
extracelular en el cerebelo estd aumentado en machos, indicando que éste debe ser
también el mecanismo, aunque no se ha encontrado correlacion significativa entre el
resultado en el beam walking y el GABA extracelular en el cerebelo en machos. Una
posible explicacion seria que el mayor tamafio de los machos, comparados con las
hembras, hace que sea mas dificil observar la incoordinacion motora en el rotarod.

La exposicion a CPF 0.3 mg/kg/dia no incrementa los niveles extracelulares de GABA
en el cerebelo de las hembras pero deteriora la coordinacion motora en el rotarod. Estos
resultados sugieren que otra alteracién diferente al aumento del GABA extracelular en

cerebelo seria responsable de la incoordinacion motora inducida por CPF. Podria ser,
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por ejemplo, que en este caso aumentara el tono GABAErgico por otras causas como
aumento de la actividad de los receptores GABA-A.

Unicamente la dosis de 0.3 mg/kg/dia de CPF altera la coordinacion motora, tanto en
machos como en hembras, mientras que la exposicion a la dosis mas elevada no tiene
efecto, lo cual sugiere que la dosis de 1 mg/kg/dia debe inducir efectos adicionales que
compensan las alteraciones inducidas por exposicion a CPF 0.3 mg/kg/dia. Se observa
el mismo efecto ya discutido en el apartado de actividad motora donde también
observamos un efecto a dosis bajas y no a las dosis mayores. Levin et al (2003)
describieron efectos opuestos de dos dosis de CPF en un modelo de pez cebra. Los
efectos adversos sobre el comportamiento eran mas fuertes en las ratas expuestas
perinatalmente a 1 que a 5 mg/kg/dia. También se observo en ratas (Levin et al, 2002) y
ratones (Braquenier et al, 2010). La exposicion a 0.1 o 0.3 mg/kg/dia de CPF no inhibe
la AChE mientras que la exposicion a 1 mg/kg/dia si la inhibe (Zheng et al, 2000;
Mattson et al, 2000). Como se sugiere por Levin et al (2002), cambios en las acciones
colinérgicas inducidas por las dosis mas altas de CPF podrian compensar dafios en el
desarrollo inducido por bajas dosis del CPF a través de otros mecanismos no
colinérgicos.

Los resultados también sugieren que el aumento de GABA extracelular no es suficiente
para inducir incoordinacion motora en los machos expuestos a CPF. El aumento de
GABA extracelular podria ser compensado por otros efectos del CPF 0.3 mg/kg/dia en
los machos (por ejemplo reduccion de la funcion del receptor GABA). Efectos de CPF
sobre los receptores GABA se han sugerido en la literatura. Cardona et al, (2006)
encontrd efectos diferentes del diazepam (derivado de benzodiazepina que potencia la
activacion del receptor GABA) en ratas con polidipsia (aumento anormal de la sed)
tratadas cronicamente con CPF que en ratas control. El tratamiento agudo con CPF
disminuye los niveles de GABA en el cuerpo estriado (Montes de Oca et al, 2013). Sin
embargo, el presente trabajo es el primero que muestra los efectos a largo plazo de la

exposicion durante el desarrollo a CPF en el sistema GABAérgico.
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5- Alteraciones en el aprendizaje y memoria espaciales por exposicion a
diferentes pesticidas y mecanismos implicados. Diferencias entre sexos.

Al igual que ocurre con la coordinacion motora, los efectos de los pesticidas en el
aprendizaje espacial dependen del género. Todos los pesticidas, excepto el CARB
empeoran el aprendizaje espacial en machos, pero no en hembras. Para poder explicar
este efecto hay que tener en cuenta que la habilidad para aprender tareas de aprendizaje
espacial es diferente entre los machos y las hembras. Los machos control realizan mejor
que las hembras control las tareas de aprendizaje espacial en el laberinto radial como
muestran los resultados de la tesis y otros trabajos (Roof et al, 1993) y en MWM (Roof
et al, 1993; Méndez-Lopez et al, 2009a; Monfort et al, 2015).
Los mecanismos responsables de estas diferencias en la habilidad para orientarse y
aprender tareas espaciales estan empezando a entenderse. Monfort el al, (2015)
mostraron que el mejor rendimiento de los machos estaba relacionado con una mayor
LTP en machos que en hembras. Ademas se demostrd que la expresion del receptor
AMPA en la membrana es menor en las hembras debido a las diferencias en el grado de
fosforilacion de las subunidades de este receptor. La LTP depende de la cantidad de
receptor AMPA en la membrana y por esto la LTP es menor en las hembras que en los
machos (Monfort el al, 2015).
Se ha demostrado que la neuroinflamacion en hipocampo perjudica la LTP y el
aprendizaje espacial. Un prolongado aumento de los niveles de IL-1B en el hipocampo
empeora el aprendizaje y memoria espaciales (Moore el al, 2009; Wang et al, 2012;
Hernandez-Rabaza et al, 2015). Ratas con encefalopatia hepéatica presentan
neuroinflamacion en hipocampo con aumento de los niveles de IL-1f y deterioro del
aprendizaje espacial. En estas ratas, tratamientos que reducen la expresion de IL-1p en
el hipocampo normalizan la capacidad de aprender tareas espaciales (Hernandez-Rabaza
et al, 2015 y 2016). Esto indica que el aumento de IL-1B juega un papel importante en la
alteracion del aprendizaje espacial.
Los resultados descritos en la tesis también apoyan el papel de la IL-1B en el
aprendizaje espacial ya que hay una correlacion inversa entre los niveles de IL-1B en
hipocampo v el indice de aprendizaje o la memoria de trabajo espacial en el laberinto
radial. Ademas, hemos encontrado que en ratas controles hembra el contenido de IL-13
es mayor que en machos controles y esto podria contribuir a la peor ejecucion de los

tests de aprendizaje espacial de las hembras. Por tanto estos resultados respaldan la idea
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de que el aumento del contenido de IL-1B en hipocampo contribuye a las dificultades en
el aprendizaje espacial en las hembras, comparadas con los machos.

La exposicion a todos los pesticidas y dosis utilizados en este trabajo aumentan la
expresion de IL-1B, aunque ¢l CARB y el CPF a 0.1 mg/kg/dia no alteran
significativamente el aprendizaje espacial. Esto sugiere que un aumento de IL-1p no es
suficiente para empeorar el aprendizaje espacial. EI aumento de IL-1B podria ser
compensado (en el caso del CARB o el CPF 0.1 mg/kg/dia) o potenciado (en las ratas
expuestas al resto de pesticidas de este trabajo) por alteraciones en otras citocinas. Sin
embargo, ni el CARB ni el CPF (0.1 mg/kg/dia) alteran el contenido de las otras
citocinas estudiadas, ni modulan la activacion de la microglia, al menos, no alteran el
contenido del marcador Iba-1, al contrario el CARB disminuye el contenido de la I1L-4,
anti-inflamatoria, lo cual contribuiria a aumentar el estado pro-inflamatorio. EI END y
el CPF (1 mg/kg/dia) disminuyen el contenido de la IL anti-inflamatoria I1L-10, lo que
podria potenciar el efecto pro-inflamatorio de la IL-1p en el hipocampo, sin embargo, ni
el CYP ni la dosis intermedia de CPF, que empeoran el aprendizaje espacial en el
laberinto radial, inducen otro efecto pro-inflamatorio. Hay que tener en cuenta que los
pesticidas podrian afectar otros factores inflamatorios que no hemos analizado en este
trabajo.

En las hembras el END y el CARB aumentan el contenido de IL-1B, pero no deterioran
el aprendizaje espacial. Una posible explicacion de porqué los pesticidas no afectan al
aprendizaje espacial en las hembras podria ser porque las ratas hembra controles tienen
elevado el contenido de IL-1B en hipocampo, comparado con los machos y un aumento
adicional del contenido de IL-B tras la exposicion a pesticidas no se traduce en un
deterioro mayor del rendimiento espacial que ya es peor en las hembras que en los
machos. Dalui y Bhattacharyya, (2014) observaron que el contenido de TNF-a era
mayor en hembras controles de Drosophila melagnogaster que en machos controles y
que tras la exposicion al pesticida paraquat el aumento del contenido de TNF-a era
mayor en machos que en hembras.

Por otro lado, en hembras expuestas a CYP, END o CARB, pero no en machos, hay un
aumento del contenido de la IL-10 antiinflamatoria. La IL-10 bloguea el efecto
inhibitorio de la IL-1p en la LTP (Kelly et al, 2001), por lo que este incremento podria
contribuir a reducir los efectos deletéreos del aumento de IL-1f en ratas hembra.

Por tanto, nuestros resultados muestran que no siempre un aumento de

neuroinflamacion (IL-B) se traduce en un deterioro en el aprendizaje espacial, ya que la
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exposicion a CARB en ratas macho induce neuroinflamacion, pero no deteriora el
aprendizaje 0 memoria espaciales.

Para explicar por qué el CARB aunque aumenta IL-1f, no empeora el aprendizaje
espacial se necesitaria ampliar el analisis, por ejemplo analizar los mecanismos por los
que la IL-1B induce el deterioro del aprendizaje: la expresion en membrana de
receptores, la actividad de la MAK-P38, etc. También podria anularse el efecto de la IL-
1B por un aumento paralelo del antagonista endogeno del receptor de IL-1, IL1Ra.

Otros trabajos han mostrado que la exposicion prenatal a compuestos contaminantes
induce neuroinflamacion en adultos (Bolton et al, 2012). La exposicion de astrocitos
humanos fetales a CPF produce un aumento de la IL-6 pro-infalamatoria (Mense et al,
2006). ElI CPF induce apoptosis a través de la activacién de NF-kB y de la proteina
quinasa activada por mitdégenos 38 (MAPK-P38) que activan una respuesta
inflamatoria, tanto in vitro (Ki et al, 2013) como in vivo por exposicion neonatal (Zhang
et al, 2015; Tian et al, 2015), encontrandose aumentos de IL-6 y de TNF-a. La
exposicion a CPF aumenta la expresion de IL-1p en peces (Wang et al, 2011) y los
niveles del ARNm de IL-1p aumentan tras la exposicion a CYP en xenopus (Martini et
al, 2010) y en ratas (Maurya et al, 2016).

A pesar de encontrar alteraciones en la expresion de citocinas en hipocampo, no hemos
encontrado aumento del marcador de microglia lba-1. Esto puede deberse a que no
aumenta el contenido pero cambia la morfologia de la microglia cuando se activa, o
también a que el aumento de IL-1p se produce en astrocitos o neuronas. EI CYP reduce
el contenido de Iba-1, lo cual podria indicar que induce apoptosis 0 migracion de células
de la microglia. Esto podria producir mayor vulnerabilidad a posibles infecciones, ya
que la microglia es el principal componente de la respuesta inmune innata en el SNC.
Las alteraciones en la expresion de distintas interleucinas por exposicion perinatal a
diferentes pesticidas deben alterar la respuesta inmune y por tanto cambiar la
susceptibilidad a posibles dafios que requieran la respuesta inmune como mecanismo de
defensa.

Efectos opuestos en machos y hembras, como el del CPF 1 mg/kg/dia, el cual aumenta
los errores de referencia en los machos y los disminuye en las hembras se han descrito
en otros trabajos. La exposicion a CPF 1 mg/kg/dia durante los dias 1-4 postnatal
disminuyd los errores de trabajo y de referencia en ratas hembra pero los aumentd en
machos (Levin et al, 2001). Ademas, también hemos encontrado este efecto opuesto del
CPF en el aprendizaje de la tarea de evitacion activa, empeorada en hembras y mejorada
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en los machos. Estos resultados juntos sugieren que la exposicion durante el desarrollo a
CPF tiende a igualar los perfiles de aprendizaje entre machos y hembras, ya que mejora
el aprendizaje espacial que es peor en las hembras y mejora el aprendizaje asociativo en
los machos, que es mejor en las hembras.

Lai et al, (2006) mostraron que la exposicion a IL-1p reduce la fosoforilacion en la
Ser831 y la expresién en membrana de la subunidad GIuR1 del receptor AMPA en
neuronas del hipocampo y este efecto se previene con IL-1Ra, un antagonista endégeno
de los receptores de IL-1. Los cambios en la expresion en membrana de GIuR1 estan
mediados por receptores NMDA. Bloqueando los receptores NMDA se previene el
efecto de IL-1pB sobre la expresion en superficie de GluR1. Hernandez-Rabaza et al,
(2015 y 2016) demostraron que ratas con encefalopatia hepatica presentan un aumento
del contenido de IL-1B en hipocampo asociado con alteraciones en la expresion en
membrana de los receptores de glutamato AMPA y NMDA y con un deterioro en el
aprendizaje espacial. Tratamientos que reducen el contenido de IL-1fB restauran la
expresion en membrana de estos receptores y el aprendizaje espacial. Alteraciones en la
expresion o funcion de receptores de glutamato en el hipocampo podrian también
contribuir al deterioro del aprendizaje espacial por exposicion a pesticidas durante el
desarrollo.

La subunidad NR1, presente en todos los receptores NMDA, no esta disminuida por
exposicion a los pesticidas, aunque estd aumentada en machos expuestos a END o CPF.
Tampoco disminuye la subunidad NR2A y la NR2B esta disminuida por exposicion a
END o CYP. Por tanto, no parece que alteraciones en el contenido de las subunidades
de los receptores NMDA estén asociadas al deterioro en el aprendizaje y memoria
espaciales por exposicién a los pesticidas. Hay que anotar que podria estar alterada la
expresion en membrana de los receptores y no el contenido total, que es lo que hemos
medido en este trabajo. Ademas, aumentos en el contenido total de una proteina pueden
traducirse en disminuciones de su contenido en la membrana, ya que esto reduce su
funcién y las células pueden responder aumentando su expresion, aungue la proteina no
Ilega a la membrana donde ejerce su funcion.

El CYP deteriora el aprendizaje espacial en el laberinto radial (empeora la memoria de
referencia) en machos pero lo mejora en el MWM tanto en machos como en hembras.
Otros autores también encontraron diferencias entre las tareas en ambos laberintos.
Spritzer et al, (2008) observaron que ratas macho adultas castradas tienen deteriorada la

memoria de referencia en el laberinto radial pero no el MWM. Gaytan-Tocavén y
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Olvera-Cortes, (2004) mostraron que lesiones en el cerebelo empeoran el aprendizaje en
el laberinto radial pero no en el MWM, sugiriendo que el cerebelo est& implicado en el
aprendizaje secuencial del radial pero no en la navegacion espacial en el MWM, en el
cual no se requiere un aprendizaje secuencial. Estos datos apoyan que los mecanismos
implicados en el aprendizaje en estos dos tests son, al menos en parte, diferentes. Una
posible explicacion de porqué el CYP en machos empeora la memoria de referencia en
el laberinto radial pero no el aprendizaje espacial en el MWM es que podria afectar a las
funciones del cerebelo y esto afectaria el aprendizaje en el laberinto radial pero no en el
MWM. Otra diferencia entre ambas tareas de aprendizaje espacial es que en el caso del
laberinto radial la motivacion es apetitiva (comida para saciar el hambre) mientras que
en el MWM es aversiva (escapar del agua). Ratones que carecen de la subunidad GluR1
del receptor AMPA tienen deteriorada la memoria espacial a corto plazo pero la

memoria a largo plazo mejorada (Sanderson et al, 2009).

6. Interaccién entre los pesticidas CYP+END en una mezcla.

Nuestros resultados muestran que segun el pardmetro analizado se produce interaccion o
no y el tipo de interaccion es diferente entre el CYP y el END cuando se exponen las
ratas a la mezcla de estos pesticidas.

La exposicién a CYP o END por separado no afecta a la memoria de trabajo en el
laberinto radial en ratas macho, sin embargo la mezcla de ambos deteriora la memoria
de trabajo, indicando que se produce una interaccion sinérgica entre estos dos
compuestos. Efectos sinérgicos se han observado también en las hembras expuestas a la
mezcla, tienen deteriorado el aprendizaje asociativo, mientras que la exposicion a los
pesticidas individuales no tiene ningun efecto. La actividad motora en general, los
movimientos verticales y estereotipicos esta aumentada en las ratas expuestas a la
mezcla pero no en ratas expuestas a cada pesticida individual. Ademas, este efecto es
mas evidente en machos que en hembras. Lo mismo ocurre con la exposicion a CPF en
machos. Como se ha discutido en la pag.93, el aumento de actividad motora y
movimientos ambulatorios esta relacionado con alteracion del sistema dopaminérgico y
estd presente en individuos con trastornos como esquizofrenia, adiccién, TDAH o
autismo. Por tanto, la exposicion a la mezcla de CYP y END pero no a cada uno
individualmente puede aumentar el riesgo de sufrir estos trastornos.

En otros parametros analizados se ha observado una interaccién por la cual la co-

exposicion previene el efecto de uno o los dos pesticidas de la mezcla. Por ejemplo, el
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CYP mejora la memoria de trabajo en ratas hembra, pero la co-exposicion con END
previene este efecto. La exposicién a CYP o END induce incoordinacion motora en
ratas hembra en el rotarod, mientras que en la mezcla se previene este efecto y las ratas
expuestas a la mezcla no muestran incoordinacion motora. En este caso, el antagonismo
se produce también a nivel neuroquimico, ya que ambos pesticidas por separado
aumentan el GABA extracelular en cerebelo, produciendo incoordinacién motora,
mientras que la exposicion a la mezcla no aumenta el GABA en cerebelo y tampoco
induce incoordinacién motora en estas ratas. La ansiedad inducida por exposicion a
END en los machos también se previene por co-exposicion con el CYP,

Este efecto se ha observado en otros casos de exposicion a mezclas. La exposicion a
PCB 126 o PCB 153 deteriora la capacidad de aprendizaje y la coordinacion motora,
mientras que la mezcla de cualquiera de estos PCBs con MeHg no produce efecto sobre
ninguna de estas funciones (Piedrafita et al, 2008; Cauli et al, 2013).

En otras funciones, como la actividad motora, hemos observado incluso un efecto
opuesto del pesticida individual comparado con la mezcla, ya que las ratas macho
expuestas unicamente a CYP tienen menor actividad ambulatoria, sin embargo la
mezcla aumenta esta actividad, hasta valores mayores incluso que en los controles.

En otros casos no hemos encontrado interaccién entre estos dos pesticidas en la mezcla,
es decir, la exposicion a la mezcla produce el mismo efecto que la exposicion a uno o
los dos pesticidas individualmente, o simplemente ni los pesticidas solos ni su mezcla
producen alteraciones. Por ejemplo, no hay interaccion en el aprendizaje espacial en el
laberinto radial ni en machos ni hembras y tampoco en la coordinacion motora en el
beam walking, en hembras. Este caso se encontr6 también para una mezcla de
disruptores endocrinos, ya que encontraron los mismos efectos para la exposicion a
PCBs, que en la exposicion a una mezcla de PCBs, MeHg y pesticidas organoclorados,
sobre el metabolismo del estradiol (Desaulniers et al, 2012).

Efectos diferentes de la aditividad para una mezcla de END+CYP también se han
descrito en otros trabajos. Un estudio mostrd que la combinacion de CYP y END
produce toxicidad aguda en el SNC de la larva de una especie de sapo argentino en
desarrollo, observando diferente interaccion entre ambos pesticidas segun el estadio del
desarrollo: un efecto sinérgico durante el desarrollo del embridn, pero un efecto aditivo
en el estadio de larva. Cuando la exposicion era cronica, sin embargo, se producia

sinergismo en ambos estadios. Los autores concluian que la mezcla de END+CYP da
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lugar a diferentes tipos de interacciones en funcion de la duracion de la exposicion y del
grado de desarrollo en el momento de la exposicion (Svartz et al. 2016).

La desviacion de la aditividad también se ha observado en mezclas de otros pesticidas.
Las mezclas méas estudiadas son de carbamatos y organofosforados, ya que ambos
actian inhibiendo la AChE. Gordon et al (2006) describieron desviaciones de la
aditividad en el efecto de una mezcla de CARB y CPF sobre la temperatura y la
inhibicion de la AChE.

Por otro lado, puesto que la neuroinflamacién en hipocampo contribuye al deterioro del
aprendizaje espacial, hemos analizado si la interaccion de los pesticidas en la mezcla se
produce en paralelo en los efectos sobre el aprendizaje y memoria espaciales y en los
efectos sobre la neuroinflamacién. Sin embargo, nuestros resultados no muestran un
paralelismo, ya que aunque la mezcla altera el aprendizaje espacial en los machos como
los pesticidas individuales, el contenido de IL-1B esta aumentado por exposicion a END
o CYP solos, pero este aumento no se produce por exposicion a la mezcla de ambos.
Esto mismo ocurre con el contenido de IL-10 en machos, el cual esta disminuido por
exposicion a END pero no por exposicion a la mezcla. La mezcla no altera ninguna de
las citocinas analizadas en hipocampo de machos. Por tanto, otros factores deben
contribuir al deterioro del aprendizaje espacial por exposicion a la mezcla en los
machos. La disminucion del contenido de la subunidad NR2B en el hipocampo se
produce por exposicion a CYP o END solos y por exposicién a la mezcla de ambos, este
efecto podria explicar el deterioro del aprendizaje espacial. La disminucion de NR2B se
ha asociado con alteraciones del aprendizaje espacial en diferentes situaciones, como
por ejemplo, la exposicion postnatal a MeHg (Liu et al, 2009), una anestesia durante
largo tiempo con alta concentracion de isofluorano (Liu et al, 2014), la exposicion
perinatal a di-(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP), un disruptor endocrino contaminante
ambiental (Dai et al, 2015), la exposicion a arsénico (Ramos Chavez et al, 2015), la
inhalacion de didxido de sulfuro (Yao et al, 2015), diabetes (Li et al, 2015), todos ellos
deterioran el aprendizaje espacial en machos, asociado con una disminucion de la
subunidad NR2B del receptor NMDA en el hipocampo. La deficiencia del receptor D5
de DA reduce la subunidad NR2B en hipocampo, lo cual se asocia con deterioro del
aprendizaje espacial en el MWM, mientras que no se afecta la memoria de trabajo
(Moraga-Amaro et al, 2016). Cambios en la proporcion NR2A/NR2B en el hipocampo
se asocian con alteracion de la LTP (Wang et al, 2016). La alteracion de la LTP debe
estar implicada en el deterioro del aprendizaje espacial por reduccion del contenido de
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NR2B inducido por exposicion a CYP, END y la mezcla. Solamente la exposicién a la
mezcla disminuye el contenido de la subunidad NR1 del receptor NMDA en el
hipocampo de los machos, pero no en aquellas ratas expuestas a CYP o END solos. Esto
sugiere que la disminucion de NR1 podria contribuir al deterioro de la memoria de
trabajo espacial en el laberinto radial y la memoria espacial en el MWM en machos. La
falta de NR1 en una subregion del hipocampo se asocio con alteracion de la memoria de
trabajo, sin afectarse la memoria de referencia (Niewoehner et al, 2007). La separacion
de un complejo entre NR1 y el receptor de DA, D1 en el hipocampo también deteriora
la memoria de trabajo, corroborando el importante papel de NR1 en el hipocampo en la
memoria de trabajo (Nai et al, 2010).

En cuanto al contenido de proteinas en el hipocampo, nuestros resultados muestran que
los efectos del CYP o END, (aumento de IL-1B por CYP o END y disminucion de IL-
10 por END) no se observan por exposicion a la mezcla, por tanto se previenen estos
efectos, en los machos. La disminucion de Ibal por CYP también se previene por co-
exposicion con END. Sin embargo en las hembras la exposicion a la mezcla produce los
mismos efectos que la exposicion a END solo, por ejemplo en el aumento de IL-1B y de
IL-4 y un aumento de IL-10 al igual que en aquellas ratas expuestas a CYP o END
solos, indicando que no hay interaccion. Por tanto, estos resultados sugieren que la
interaccion entre CYP y END en una mezcla, respecto a su efecto sobre los factores
inflamatorios, depende del género, siendo diferente en machos que en hembras.

Los antagonistas del receptor NMDA tienen efectos ansioliticos y se ha descrito un
papel del receptor NMDA en el hipocampo en la modulacion de las emociones (Barkus
et al, 2010). El aumento de NR1 en machos expuestos a END puede contribuir a la
induccion de ansiedad por END, mientras que en las ratas expuestas a la mezcla de
END y CYP no aumenta NR1 en el hipocampo y no aumenta la ansiedad.

Estos resultados muestran que la aditividad, es decir la suma de los efectos de los
pesticidas individuales, no puede ser asumida, no es lo habitual. Esto es importante a la

hora de prever los efectos de exposicidn a pesticidas en humanos.
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CONCLUSIONES

1.

La exposicion a pesticidas durante el desarrollo afecta de forma diferente a hembras
y machos.

. Las hembras control realizan peor que los machos las tareas de aprendizaje espacial,

mejor las de aprendizaje asociativo (evitacion activa) y tienen mayor actividad
motora.

El endosulfan deteriora el aprendizaje asociativo (evitacion activa) en machos, pero
no en hembras. También esté deteriorado en las hembras expuestas perinatalmente a
clorpirifos o carbaril, mientras que el clorpirifos lo mejora en los machos.

La exposicion a cipermetrin, endosulfan o clorpirifos aumenta la actividad motora
diurna, en la fase de suefio, solamente en los machos, sugiriendo que deben tener
alterado el suefio.

El aumento del contenido de subunidades del receptor NMDA en hipocampo por
exposicion a clorpirifos o cipermetrin durante el desarrollo parece contribuir a las
alteraciones en la actividad motora en machos adultos, pero no en hembras.

El aumento de los niveles de GABA extracelular en cerebelo contribuye a la
incoordinacién motora inducida en hembras por la exposicion durante el desarrollo a
cipermetrin o endosulfan.

. La exposicion a pesticidas durante el desarrollo aumenta la expresion de citocinas

pro-inflamatorias en hipocampo. El aumento de IL-1B en hipocampo contribuiria al

deterioro del aprendizaje espacial y la memoria de trabajo en ratas macho expuestas a

clorpirifos, endosulfan o cipermetrin.

Todos los pesticidas producen alteraciones neuroquimicas y neuroldgicas en ratas

que se mantienen 2-3 meses después de la finalizacion de la exposicién a los

pesticidas durante el periodo perinatal:

- La exposicion a endosulfan altera todas las funciones neuroldgicas analizadas en
machos o en hembras.

- El cipermetrin afecta el aprendizaje y memoria espacial y las funciones motoras,
pero no el aprendizaje asociativo y la ansiedad.

- Laexposicion a clorpirifos causa alteraciones diferentes dependiendo de la dosis:
Solo la dosis mas baja aumenta la actividad motora, tanto en machos como en
hembras. La dosis intermedia deteriora el aprendizaje espacial en machos y el
asociativo en hembras y solo la dosis més alta deteriora la memoria espacial en
machos.

- La exposicion a carbaril produce menos alteraciones que los demas pesticidas
analizados, a pesar de utilizarse una dosis mayor.

. Los efectos de la exposicion a una mezcla de cipermetrin y endosulfan son diferentes

de los que produce cada pesticida individualmente. Para algunos parametros se
producen efectos sinérgicos (v.g, errores de trabajo en el radial maze en machos). En
otros parametros la co-exposicion previene el efecto de los pesticidas individuales
(v.g. tiempo de latencia en el Morris Water Maze en hembras). En otros parametros
no se produce interaccion (v.g. tiempo de latencia en el Morris Water Maze en
machos).
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