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RESUMEN

MARTHA EUGENIA SANTOYO PEREZ Fecha de Graduacion: diciembre del 2006

Universidad Autonoma de Nuevo Leén
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: Evaluacion del efecto de la adminisiracion
transplacentaria y postnatal de arsénico
sobre el cuerpo estriado de la rata.

Numero de paginas: 77 Candidata para el grado de Doctorado en
Ciencias con Especialidad en Morfologia.

Area de Estudio: Morfologia.

Propdsito y método del Estudio. En paises como México, la India, China, entre otros, un gran
numero de habitantes se encuentran expuestos al arsénico a iravés de emisiones
contaminantes y de otras fuentes. La exposicién a este metaloide se asocia con una mayor
incidencia de enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus, cancer y alteraciones en el
sistema nervioso. Se han demostrado alteraciones cognitivas en nifios y adolescentes
expuestos cronicamente al arsénico. Ratas expuestas crénicamente al arsénico muestran
alteraciones de la locomocién espontanea y en tareas de aprendizaje. El proposito de este
trabajo es investigar si estas alteraciones del compaortamiento son acompanadas de cambios
morfologicos en el cuerpo estriado de la rata ya que €sta es una de las areas del cerebro que
participan en las tareas conductuales que se han visto aiteradas por arsénico en animales
expuestos. Para ello se expuso ratas Wistar al arsenito de sodio en el agua de bebida
(aproximadamente 5 mg/kg/dia) desde la gestacion y durante la lactancia y a las hembras
destetadas se les cantinué la exposicion con el arsenito hasta los cuatro meses de edad. Se
evalug la conducta de los animales mediante la prueba del |aberinto acuatico, se determiné la
concentracion de arsenico en cerebro, se analizd la morfologia por microscopia de luz y
electronica y para la deteccion de apoptosis se utilizé la técnica de TUNEL.

Conclusiones y Contribuciones: En el cuerpo estriado el arsénico causa alteraciones
celulares y desmielinizacion. Estos cambios pueden tener relacién con el deficit de la prueba de
aprendizaje espacial, Se demostré que la desmielinizacion fue reversible al suspender por un
periodo de dos meses la exposicién al arséenico, pero no asi las alteraciones neuronales. Las
concentraciones de arsénico en el SNC de los dos grupos experimentales no mostraron
diferencias significativas, lo cual sugiere que el arsénico no se eliminé en el periodo de dos
meses. En la tarea de aprendizaje espacial los animales mostraron una recuperacion, lo cual
puodria asociarse al efecto de remielinizacion. El presente trabajo contribuyo al esclarecimiento
del mecanismo de neurotoxicidad del arsénico, especialmente en el area morfolégica ya que
mediante estas técnicas se demostré que existe una correlacion entre las alteraciones de
comportamiento ya demostradas y cambios a nivel celular. Asimismo los resultados de este
trabajo servirdn como base para la realizacion de otros proyectos,
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CAPITULO 1

I INTRODUCCION.

El analisis morfolégico de los dafios causado por arsénico al sistema nervioso se enfocod
durante décadas al estudio de la neuropatia periférica. Los casos en que el arsénico alcanzaba
a producir neurotoxicidad se debian a exposicion a altas dosis, frecuentemente en la industria, o
a intentos de suicidio, por lo que predominaran las investigaciones sobre el efecto carcinégenico
por la exposicion a dosis mas bajas, asi como de dano a otros tejidos como el higado y el rifon.
Sin embargo, a partir de la presente decada, el panorama acerca de los efectos del arsénico
sobre el sistema nervioso ha cambiado radicalmente. Conforme fue aumentando el numero de
habitantes expuestos crénicamente a arsénico en diferentes partes del mundo, ya sea por
fuentes naturales o antropogénicas, se fue ampliando el conocimiento acerca de los efectos en
salud de la exposicidon a arsénico, aun a dosis muy bajas, y el efecto neurotdoxico cobrd gran
importancia en estas circunstancias. A través de estudios en poblacion expuesta, se ha
encontrado que el arsénico afecta funciones cerebrales superiores, especialmente en nifos y
adolescentes, los cuales presentaron alteraciones auditivas, deficiencias en la comprension
verbal, memoria a largo plazo y lenguaje, disminucion del coeficiente intelectual y deficiencia en
pruebas de funcidn cognitiva {Bencko y Simon., 1977; Calderén y col., 2001; Wasserman y col.,
2004). Asimismo, adultos que estuvieron expuestos aproximadamente durante 14 afos al
arsénico mostraron alteraciones en la fuerza con la que podian sujetar los objetos, movimiento
de los dedos y no tenian coordinacién entre las manos y la mirada, ademas mostraron
temblores (Gerr y col., 2000).

Todos estos sintomas manifestados en los humanos sugieren que existen alteraciones
neuronales en las regiones cerebrales que participan en funciones motoras asi como en los
procesos de integracion de la memoria y el aprendizaje, sin embargo no se han llevado a cabo

estudios morfologicos sobre los efectos de arsénico en el sistema nervioso central.



El curso que ha seguido la investigacion sobre la neurotoxicidad del arsénico ha sido la
exploracion de efectos a nivel neuroquimico y conductual, en modelos animales como la rata y
el raton (Rodriguez y col., 2001,2002). En estos estudios, se reportan efectos neurotoxicos de
arsénico a dosis que no se asocian ni con la muerte, ni a pérdida de peso en los animales de
experimentaciéon y han permitido identificar alteraciones en varios sistemas de comunicacién y
en funciones integrales del SNC que podrian ser similares a lo que ocurre en el cerebro
humano. El siguiente paso crucial entonces es identificar en estos modelos mediante analisis
morfoldgico la topografia de las lesiones, asi como la naturaleza y caracteristicas del dano. Esta
informacion sera de enorme utilidad para correlacionarla o para explicar los efectos
neurcguimicos y neuroconductuales encontrados. Por lo tanto, el analisis morfoldgico permitira
completar el perfil neurotoxicologico del arsénico en modelos animales.

Las alteraciones en las tareas de aprendizaje y conductuales que se han encontrado en los
modelos animales mencionados se asocian a disfunciéon de los ganglios basales.
Recientemente se han realizado multiples estudios en los que se ha demostrado que el cuerpo
estriado es un componente de los ganglios basales especialmente susceptible a dafio por
agentes toxicos. Las neuronas espinosas medianas que constituyen aproximadamente el 95%
de la poblacidn celular del estriado y que en su mayoria contienen GABA son el blanco de la
mayor parte de aferencias glutamatérgicas de la corteza cerebral y participan en la coordinacién
motora. Por otro lado el nicleo accumbens, un constituyente del estriado ventral es una de las
areas de cerebro que participa en el procesamiento de la memaria y el aprendizaje ademas de
las tareas conductuales.

En el presente trabajo se reprodujo este modelo animal y se llevo a cabo un analisis morfologico
de los componentes del cuerpo estriado utilizando métodos de microscopia de |luz y electrdnica
para conocer si los cambios neuroquimicos y conductuales que se manifiestan en animales
expuestos al arsénico se correlacionan con alteraciones celulares o de los tractos nerviosos.
Asimismo, se investigo si estas alteraciones podrian ser reversibles al suspender por un pericdo
de tiempo la exposicion.

Como antecedentes de este trabajo se iniciara con las generalidades del sistema nervioso, la
descripcién de los componentes de los ganglios basales y sus sistemas de conexion, asi como
las funciones, componentes celulares e importancia del estriado. A continuacion se expondran
generalidades sobre el arsénico y sus efectos toxicos, y finalmente se referiran los trabajos que
hasta hoy se han publicado referentes al efecto neurotéxico del arsénico, como antecedentes

directos de este trabajo.



1.1 SISTEMA NERVIOSO.

1.1 Generalidades.

El tejido nervioso esta distribuido por todo el organismo formando una red de comunicaciones
que constituye el sistema nervioso. Desde el punto de vista anatébmico, este sistema se divide
en: sistema nerviosa central (SNC) formado por el encéfalo y la médula espinal y el sistema
nervioso periférico (SNP) formado por los nervios y por pequeiios grupos de neuronas
denominados ganglios nerviosos. Los nervios estan formados principalmente por las
prolongaciones de las neuronas (células nerviosas) localizadas en el SNC o en los ganglios
nerviosos. El SNC integra y procesa la informacion que recibe de l0s nervios periféricos y de los
sistemas enddcrino e inmune.

Dentro del sistema nervioso central se encuentran diversas estructuras con los hemisferios
cerebrales, como la corteza, talamo, tallo cerebral, ganglios basales y cerebelo los cuales
desempenan un papel clave en la planeacién, inicio, y ejecucion de los movimientos (Marin y
col., 1998, Squire y Knowlton, 1995), y sobre el cuerpo estriado que es un componente de los

ganglios basales se centrd nuestra investigacian.

1.2 GANGLIOS BASALES.

1.2.1 Generalidades.

Los ganglios basales son estructuras subcorticales interconectadas con el cerebro anterior,
medio y el diencéfalo. Estas estructuras comparten ciertas caracteristicas funcionales, ya que
todas participan en el control de movimientos. Sin embargo, a diferencia de otros compaonentes
del sistema motor, los ganglios basales no hacen conexiones directas ni indirectas con la
médula espinal. La mayor parte de aferencias que recibe son de la corteza cerebral, envian
sefnales al tdlamo y éste las regresa a las cortezas motora, premotora y prefrontral. Estudios
patologicos en humanos que padecieron alguna enfermedad neuroldgica, como Parkinson,
Huntington y hemibalismo, revelaron alteraciones celulares en los ganglios basales, por lo que
se concluyd que estas estructuras estan directamente relacionadas con el control motor. Debido
a estos hallazgos se consideré que los ganglios basales son los mayores componentes del
sistema motor extrapiramidal y que junto con el sistema motor piramidal controlan los
movimientos. Ademas de su participacion en el funcionamiento motor, también se han asociado
con algunos aspectos del conocimiento y el comportamiento.



1.2.2 Componentes de los ganglios basales.

Los componentes de los ganglios basales son: el cuerpo estriado (caudado- putamen y nicleo
accumbens), globo palido, nucleo subtalamico, y sustancia nigra (figura 1).

Figura 1. Localizacion del neoestriado y los dos segmentos del globo
palido, en cerebro de rata. Ca-Pu; caudado putamen, GPi; globo palido
interno, GPe; globo palido externo. Tomada de Paxinos y Watson. 2004.

El nicleo caudado y putamen se desarrollan a partir de la misma estructura telencéfalica
debido a ello se encuentran constituidas por los mismos tipos celulares, estos dos nuclecs en
conjunto son denominados neoestriado y son los nlicleos de entrada de los ganglios basales.

El globo palido (GP) se deriva del diencéfalo y se encuentra medial al putamen y lateral a la
capsula interna, se encuentra dividido en dos segmentos, el interno (GPi) y externo (GPe). El
nucleo subtalamico (NST) se encuentra debajo del talamo, y en union con el mesencéfalo. La
sustancia nigra (SN) tiene dos zonas: una ventral, llamada pars reticulata (SNpr) que se
asemeja citolégicamente al GP y una dorsal la pars compacta (SNpc), zona oscura y



pigmentada, que contiene neuronas dopaminérgicas cuyos cuerpos celuiares contienen
neuromelanina, que es un polimero derivado de la dopamina; en los cortes de cerebro esta
region aparece negra por ello la sustancia nigra recibe este nombre. Debido a sus similitudes en
la citologia, conectividad y funciones el GPi y la SNpr son considerados como una sola
estructura solo divididos por la capsula interna. El GPi y SNpr son considerados los mayores

nicleos de salida de los ganglios basales.

1.2.3 Aferencias y eferencias en los ganglios basales.

El necestriado recibe aferencias de dos principales fuentes: de la corteza cerebral y del nicleo
intralaminar del talamo (figura 2). Las mas importantes son las que surgen de la corteza
cerebral (proyecciones corticoestriatales), esta via contiene fibras que surgen de toda la
corteza cerebral incluyendo las areas motoras, sensoriales, de asociacion y limbicas. Estas
proyecciones se encuentran organizadas topograficamente en areas especificas, son dirigidas a
diferentes partes del neoestriado y por lo tanto también tienen funciones diferentes y
especificas. Por ejemplo el putamen se relaciona con las areas motoras, el caudado con el
control de los movimientos de los ojos y con ciertas funciones del conocimiento y el estriado
ventral ( nicleo accumbens) se relaciona a funciones limbicas.

Las aferencias del neocestriado que surgen del nicleo intralaminar del talamo también se
encuentran topograficamente organizadas. Un importante componente de estas aferencias
surge a partir del nicleo centromedial y termina en el putamen. El nicleo centromedial recibe
aferencias de la corteza motora, y esta proyeccion de fibras que recibe el necestriado es una
ruta adicional por la cual la corteza motora puede influir en los ganglios basales.

También las proyecciones que envia el neoestriado estan organizadas, de tal manera que cada
regidn de éste proyecta a partes especificas del GP y SN, y estas vias son denominadas
estriadopalidal y estriadonigral.

El NST recibe sefiales del GPe y envia senales a ambos segmentos del GP, y SNpr. El NST
recibe aferencias topograficamente organizadas de las cortezas mofora y premotora,
proporcionando a la corteza motora otra via para modular las eferencias de los ganglios
basales. Finalmente el neoestriado recibe una importante proyeccion dopaminergica a partir de
la SNpc.
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Figura 2. La organizacion somatotopica del circuito motor entre los ganglios basales, talamo y
la corteza se muestra en las proyecciones medial y lateral del cerebro de un mono. El
significado de las abreviaturas se mencionan en la tabla de nomenclatura. Tomado de Garret y

Michael. 1990.

1.2.4 Participacion de los ganglios basales en el control del movimiento.

Los ganglios basales y el cerebelo son los principales constituyentes subcorticales del sistema
motor. Ambos reciben abundantes proyecciones de la corteza cerebral y las proyectan de
regreso a la corteza via talamo. Hay fres diferencias importantes entre las conexiones que
existen de los ganglios basales y el cerebelo. Primero los ganglios basales reciben aferencias
de toda la corteza cerebral y el cerebelo sélo las recibe de una region cerebral mas restringida,
la directamente relacionada con las funciones sensoriomotoras. Segundo, las eferencias del
cerebelo se dirigen a la corteza motora y premotora, mientras que las de los ganglios basales
no soélo se dirigen a las cortezas anteriores sino también a la corteza prefrontal de asociacion.
Finalmente el cerebelo recibe informacion sensorial somatica de la médula espinal y tiene



mayores conexiones aferentes y eferentes con muchos nlcleos del tallo cerebral que estan
directamente conectados con la médula espinal. Los ganglios basales tienen pocas conexiones
con el tallo cerebral y ninguna conexion directa con la médula espinal.
Estas diferencias sugieren que el cerebelo regula directamente la ejecucion de los movimientos
y los ganglios basales estan implicados en el orden de los movimientos y aspectos cognocitivos
del control motor.
Los ganglios basales ademas de participar en las funciones anteriormente mencionadas, se
relacionan con funciones del comportamiento. A continuacion se mencionan tres circuitos que
conectan a los ganglios basales con el talamo y la corteza cerebral, y donde esta impicada esta
funcion.
1. Circuito oculomotor. El campo ocular frontal y otras areas corticales proyectan al
cuerpo del caudado. El caudado después proyecta al coliculo superior y al campo ocular
frontal via talamo. Este circuito se relaciona con el control en el movimiento sacadico de los
0jos.
2. Circuito prefrontal dorsolateral. La corteza prefrontal dorsolateral y otras areas de la
corteza de asociacion proyectan a la cabeza dorsolateral y al nucleo caudado, el cual a su
vez proyecta de regreso a la corteza prefrontal dorsolateral via talamo. Este circuito
probablemente se relaciona con aspectos de la memoria enfocados con la orientaciéon en el
espacio.
3. El circuito orbitofrontal lateral. Este circuito une la corteza orbitofrontal lateral con el
caudado ventromedial. Este circuito se relaciona con la capacidad de cambio en el
comportamiento.

1.2.6 Los circuitos dentro de los ganglios basales.

Las aferencias corticales que llegan al neoestriado son excitatorias y mediadas por las
neuronas glutamatérgicas. Hay dos principales vias a través de los ganglios basales, La via
directa que va desde el estriado al GPi y SNpr (nucleos de salida de los ganglios basales), la
cual después proyecta al tdlamo. La via indirecta constituye el circuito que va desde el
neoestriado a GPe y este proyecta al NST. El NST a su vez proyecta de regreso a los dos
segmentos palidales y a la sustancia nigra (figura 3}.

La via directa que va del estriado a los nicleos de salida esta mediada por GABA y sustancia
P, esta via es inhibitoria como lo es la que va desde los nicleos de salida al talamo también
mediada por GABA. Los movimientos resultan cuando las células talamicas son liberadas de la
inhibicién ténica. Esto ocurre cuando las aferencias corticoestriatales excitan las neuronas
estriatales con lo cual resulta una desinhibicion fasica, una inhibicion de células inhibitorias en
los nucleos de salida de los ganglios basales.



La activacion de las neuronas talamocorticales se considera que facilita los movimientos por
excitacién de las areas promotora y motora.

La via indirecta de los ganglios basales opera de forma diferente. De la excitacién
corticoestriatal resulta una inhibicion del GPe mediada por GABA y encefalina, y deshinibicion
del nucleo subtadlamico, mediado por GABA, 1o cual excita l0s nucleos de salida mediados por
glutamato. Esta inhibe al talamo y disminuye |a excitacion del area motora suplementaria.

La proyeccién dopaminérgica de la sustancia nigra tiene varios efectos sobre las neuronas en el
neoestriado. La dopamina excita la via directa, ya que las neuronas estriatales envian GABA y
sustancia P a los nlcleos de salida. En contraste la dopamina inhibe la via indirecta, las
neuronas estriatales envian GABA y encefalina proyectando al GPe. Puesto que la via directa
parece facilitar Jos movimientos por excitacion del area motora suplementaria, mientras la

indirecta tiene el efecto opuesto, la dopamina parece facilitar los movimientos, participando en
las dos vias.
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Figura 3. Circuito de los ganglios basales.

1.3 ESTRIADO.

1.3.1 Generalidades.

El cuerpo estriado es uno de los componentes de los ganglios basales, se encuentra dividido en
dos regiones el estriado dorsal, constituido por el nlcleo caudado y el putamen (neoestriado)
y el estriado ventral por el nGcleo accumbens, el tubérculo olfatorio y la porcién ventral del
estriado dorsal. (Heimer y col., 1995).

El nicleo caudado y el putamen se encuentran divididos por la capsula interna que se
encuentra constituida por un grupo de fibras que corren entre la neocorteza y talamo en ambas

direcciones. Embriolégicamente el estriado se desarrolla de la region basal de la vesicula
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telencefalica lateral. Recibe el nombre de estriado debido a que su grupo de fibras nerviosas
que lo componen dan la apariencia de estrias. En los roedores el caudado y putamen son
estructuras sencillas con fibras de la capsula interna que cursan a través de ellos, sin embargo
en los carnivoros y primates estas estructuras se encuentran separadas por la capsula interna.
El estriado se encuentra organizado en dos compartimentos celulares, los estriosomas vy la
matriz, los primeros se tifien débilmente con acetilcolinesterasa (AChE) y se encuentran
inmersos en la matriz la cual se tine fuertemente con AChE (Gerfen, 1984; Graybiel, 1983;
Graybiel y Moratalla, 1989 ). Esta propiedad que posee el estriado histoquimicamente le
proporciona una apariencia de parches. Las neuronas de los estriosomas y la matriz pueden
diferenciarse con base en sus aferencia y eferencias, ya que los estriosomas reciben aferencias
desde |a capa cortical profunda 5 y 6, proyectando hacia la sustancia nigra pars compacta (la
fuente del sistema nigroestriatal dopaminérgico). Mientras las neuronas de la matriz
(matrisomas) reciben aferencias desde las capas superficial y supragranular de las areas
corticales sensorio-motoras y proyectan hacia |la sustancia nigra pars reticulata (la aferente
nigrotélamica no dopaminérgica) (Gerfen,1989). Y es debido a esta amplia gama de aferencias
que recibe, que se le ha considerado un sistema integrador de la informacién, ademas es una
de |as regiones del cerebro donde se lleva a cabo el procesao de la integracion de la memoria y
del aprendizaje.

1.3.2 Células del estriado.

De acuerdo al tamaiio de cuerpo celular y a la presencia o ausencia de espinas dendriticas, las
neuronas del estriado se dividen en cuatro tipos, la primera y mas numerosa es la neurona
espinosa mediana (figura 4) también llamada neurona de proyeccion (células Golgi tipo |),estas
células constituyen entre el 90 y 95% de toda la poblacién celular del estriado, poseen un
cuerpo que mide entre 12-20um de diametro y del cual nacen entre 4 a § dendritas primarias,
contienen en su mayoria GABA, pero también co-expresan diferentes péptidos neuroactivos
(sustancia P, encefalina, dinorfina y neurotensina), por e€llo se conoce que son
morfolégicamente homogéneas, pero quimicamente heterogéneas. Estas neuronas envian
proyecciones al GPi y SNpr. Y son es el principal elemento integrador del estriado, ya que
procesan la informacion de aferentes locales y exirinsecas y la proyectan fuera del estriado
(Parent y Hazrati, 1995).

El segundo tipo son neuronas grandes no espinosas. Estas células constituyen entre el 1-2%
del total de la poblacién celular estriatal, poseen un diametro de 20 a 50um, son interneuronas y

contienen acetilcolina (ACh) como neurotransmisor. Reciben entradas del nucleo parafascicular
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del talamo, tienen colaterales axonicas diseminadas principalmente en la matriz, poseen
sinapsis simétricas, muestran un disparo ténico irregular in vivo.

El tercer tipo, lo constituyen las neuronas medianas no espinosas, son tambien interneuronas,
estas ulilizan la somatostatina como neurotransmisor, y el cuarto tipo son las neuronas
pequefias no espinosas que se tifien con parvalbumina, estas son interneuronas que utilizan el
GABA como neurotransmisor. Aunque pocas en numero, las interneuronas son las
responsables de la mayoria de la actividad ténica en el estriado. La proporcidn neuronas —
interneuronas en el estriado de rata es 9:1 y en los primates es de 3:1 { Graveland y DiFiglia,
1985).

Figura 4. Dibujo de una neurona espinosa mediana. Obsérvese que el axon
no tiene espinas. Tomada de Squire y col. 2003.
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1.4 NUCLEO ACCUMBENS.

1.4.1 Descripicion.

El concepto de estriado ventral fue introducido por Heimer y Wilson en 1975 ellos describieron
la relacion entre el accumbens y el tubérculo olfatorio en ratas. Por lo tanto el ndcleo
accumbens (figura §) es una estructura subcortical que forma parte del estriado ventral, se
localiza en el cerebro de rata por debajo del caudado—putamen rostral y se encuentra asociada
con el sistema limbico y con un grupo de estructuras que participan en la respuesta del
comportamiento motivado. Esta asociacion se basa en que, sus conexiones aferentes vienen de
la amigdala y de la corteza prefrontal, y estas estructuras participan en las mismas respuestas.
El nicleo accumbens recibe aferencias del area ventral tegmental, amigdala basolateral,
hipocampo y corteza prefrontal (principalmente region prelimbica) y proyecta a estructuras
palidales y nigrales y a otras estructuras subcorticales incluyendo el nicleo de la cama de la
estria terminal, septum, region predptica y el hipotalamo lateral (Nauta y col., 1978).

La sefalizacion glutamatérgica que recibe del hipocampo es por la via del subiculum ventral
(Aylward y col., 1993; De France y col., 1980), mientras que la proyeccién dopaminérgica
mesolimbica que recibe es del area tegmental ventral (Dahlstrém y col.,1964; Oades y col.,
1987). Estudios anatémicos han demostrado que estas entradas glutamatérgicas vy
dopaminérgicas no solo se encueniran en aposicién una con la otra sino que en algunos casas
forman contactos sinapticos con las mismas células intrinsecas del accumbens (Sesack y
Pickel., 1990), sugiriendo una posible interaccion entre la dopamina y el glutamato a nivel de las
neuronas del accumbens modulando su actividad (Brudzynski y Gibson, 1997).

Zaborszky y col., (1985) reconocieron mediante preparaciones histogquimicas en el accumbens
un cuerpo central, el cual envuelve el extremo anterior de 'a comisura anterior y una cubierta,
la cual rodea el cuerpo en sus lados medial, ventral y lateral. El cuerpo tiene una apariencia
homogénea mientras la cubierta muestra una compleja organizacion. Ofros autores también han
reportado esta dicotomia cuerpo-cubierta, esto con base a su distribucidn en sustancias
neuroactivas, receptores, citoarquitectura, organizacion sinaptica, metabolismo de dopamina,
respuestas electrofisiolagicas, y a su vulnerabilidad cuando son expuestos a neurotoxicos como
la B8-hidroxidopamina y acido iboténico (Revisado en Heimer, 1995).

Es importante hacer notar que el cuerpo y la cubierta son solo aparentes en las tres cuartas
partes caudales del nicleo accumbens. En el cuarto rostral denominado polo rostral el patron
de conexiones aferentes y eferentes reflejan una mezcla del cuerpo y la cubierta.

Las cortezas ventral limbica, peduncular dorsal, infralimbica y piriforme posterior proyectan
predominantemente a la cubierta medial, mientras que la corteza dorsal prelimbica, agranular,
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insular dorsal, del cingulo anterior y perirrinal envian proyecciones abundantes al cuerpo
accumbens (Brog y col., 1993).

Figura 5. Cuerpo y cubierta del nicleo accumbens, en el cerebro de rata Ca-pu;
caudado putamen, Cp-acc; cuerpo del accumbens; Cu-acc; cubierta del
accumbens. Tincién con violeta de cresilo. Tomada de Paxinos y Watson. 2004.

1.5 EL ARSENICO.

1.5.1 Generalidades.

El arsénico es un metaloide que se encuentra normalmente en la naturaleza formando
compuestos organicos e inorganicos, o bien es liberado al medio ambiente a través de fuentes
como la fundicion de metales, residuos de la industria minera, manufactura del vidrio, chips de
computadora, semiconductores, y en la produccién de pesticidas, herbicidas y productos
agroquimicos (Goyer, 1991; Klassen, 1996).
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Se han demostrado altas concentraciones de arsenico en agua y en la tierra de varios lugares
del mundo (Anawar y col., 2002; Del Razo y cal ., 2002; Frisbie y col ., 2002), por ello los
humanos se encuentran expuestos al arsénico principalmente a través del consumo de agua y
comida contaminada, una manera es consumiendo productos marinos en los cuales se
encuentran presentes las especies organicas del arsénico como la arsenocolina y la
arsenobetaina las cuales producen altas concentraciones de arsénico en la sangre ( Edmonds y
Francesconi, 1987; Foa y col.,1984; Schafer y col., 1999; Yamauchi y col., 1992). Otra manera
de exposicion es por via respiratoria, esta forma se presenta como resultado de la exposicidn
ocupacional en el manejo de los pesticidas en la agricultura o en actividades relacionadas con
la industria minera. La exposicién oral al arsénico se ha relacionado con cancer en higado, piel
y vejiga, mientras la exposicion por via respiratoria se ha asociado con cancer pulmonar.

Una vez que se absorbe el arsénico en organismos de animales o humanos, se aimacena en el
higado, rifién, corazén y pulmén y pequefias cantidades en el tejido muscular y nervioso
(Klaassen, 1996). A las dos y cuatro semanas de haberse ingerido, €éste se incorpora en las
unas, pelo y la piel debido a la afinidad que tiene para unirse a los grupos sulfhidrilo de la
queratina (Schoolmeester y White, 1980). También se reporta que el arsénico es capaz de
atravesar la barrera placentaria y afectar el desarrollo fetal del cerebro, se han reportado casos
de defectos del tubo neural (Naqvi y col., 1994).

1.5.2 El arsénico se presenta en dos estados de oxidacion.

El arsénico es un metal que existe en dos principales estados de oxidacion: en la forma
trivalente (+3) como arsenito y en la forma pentavalente (+5) como arsenato, y de esto
depende su reactividad y sus efectos toxicos. Tanto arsenito (+3) como arsenato (+5) son
toxicos para el organismo pero actuan a través de mecanismos diferentes. El arsenato posee
una estructura semejante al fosfato inorganico y por ello puede competir con la produccion de
ATP y de esta manera desacoplar el proceso de fosforilacién oxidativa, formando un éster
arsenato, el cual se hidroliza espontaneamente (Hughes, 2002) En contraste, arsenito
interactda con los grupos tiol uniéndose a los grupos sulfhidrilo de las proteinas y enzimas, esta
union altera el funcionamiento de muchas de ellas; un ejemplo son las enzimas que participan
en el metabolismo de los carbohidratos como la succinato y piruvato deshidrogenasas
(Aposhian, 1989). Asimismo, se une a los grupos sulfhidrilo libres de las proteinas de
membrana, induciendo a una disminucion de estas grupos libres y con ello altera las vias de
senalamiento intercelular. Dos efectos también importantes que se atribuyen al arsenito es su
capacidad de alterar los elementos del citoesqueleto (Clarkson, 1987; Li y Chou, 1992); ademas
inhibe la glutation reductasa y disminuye los niveles intracelulares del glutation reducido (GSH),

una molécula muy importante que participa en el balance de éxido- reduccién y protege a la
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célula contra el dafo oxidativo por las especies reactiva de oxigeno (ROS) (Thomas y col.,
2001).

1.5.3 Metilacion del arsénico.

El arsenito y el arsenato sufren un proceso de metilacion en las células de varias especies por
ejemplo en el humano, rata, peces y otros organismos como bacterias, entre otros produciendo
los acidos monometilados y dimetilados. Los arsenicales metilados son importantes porque
se excretan mas rapido que los arsenicales inorganicos. La velocidad de metilacion varia entre
las especies, y en los humanos se han observado grandes diferencias entre los individuos
{Aposhian, 1997; Vahter, 1999; Vahter y Marafante, 1985; Yoshida y col., 1998; Zakharyan y
col., 1995, 1996).

Puesto que la toxicidad de los arsenicales depende de la velocidad con que son eliminados del
organismo (Klaassen, 1996), la metilacion hasta hace poco se pensaba que era un mecanismo
de destoxificacion (Buchet y col., 1981; Moore y col, 1997; Yamauchi y Fowler, 1994), sin
embargo ahora se considera como un proceso de biotransformacién ya que los compuestos
trivalentes metilados son mas téxicos que el mismo arsénico inorganica {(Ahmad y col., 2000;
Mass y col., 2001; Petrick y col., 2000). La biometilacion del arsénico se considera la ruta mas
importante de biotransformacién y bioeliminacién dei arsénico en las especies animales (Tice y
col., 1997), estudios realizados en animales demostraron que la deficiencia de metionina,
colina y folato alteraron la metilacion y eliminacion del arsenico (Marafante y Vather, 1986;
Vather y Marafante, 1987; Tice y col., 1997; Spiegelstein y col, 2003).

1.5.4 Metabolismo del arsénico.

En el metabolismo del arsénico inorganico de los humanos se llevan a cabo dos reacciones
quimicas, la reduccién de las especies pentavalentes a trivalentes y la metilacion oxidativa
de los arsenicales trivalentes y asi se producen los metabolitos metilados pentavalentes (figura
6). La glutation (GSH) interviene en la reduccion de las especies pentavalentes: (As'), el 4cido

metilarsonico (MAsV) y acido dimetil arsinico (DMAsV) a compuestos trivalentes: (As"|

), el acido

metilarsenoso (MAs") y 4cido dimetil arsinico (DMAs ") en soluciones acuosas {Scott y col 1993;

Delnomdedieu y col 1994). La metilacidon de los arsenicales trivalentes ( As W

) y el acido

metilarsenoso (MAs ") es catalizado por la As -metiltransferasa, la cual usa la S-adenosil

metionina (SAM)} como donador de metilos ( Zakharyan R. y col, 1995;: Lin S y cal, 2002).
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Figura 6. Metabolismo del arsénico.

1.5.5 S- adenosil metionina (SAM).

SAM es el principal donador biolégico de metilos ya que por 10 menos se le han identificado 39
metil-transferasas (Clarke & Banfield, 2001). Los productos de estas reacciones de las metil
transferasas son un producto metilado y la S-adenosil homocisteina (SAH), la cual es
subsecuentemente hidrolizada por la SAH hidrolasa a homocisteina y adenosina (figura 7).
Estas reacciones de transmetilacion probablemente ocurren en todas las células del
organismo.

La biotransformacion arsenical puede alterar la homeostasis de SAM y por consecuencia sus
metabolitos intermedios: metionina,colina, folatos y vitaminas Bg, B4, algunos de los cuales son
importantes sustratos o co-factores en el metabolismo de neurotrasmisores (acetilcolina,
monoaminas, aminoacidos) (Zeisel y Blussztajn, 1994, Bottiglieri y col 2000; Meck y Williams,
2003) o en el desarrollo del SNC (Rodriguez y col, 2002). En estudios recientes se demostré
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que el cerebro de ratones tiene la capacidad de metilar el arsenito ya que se encontraron
concentraciones de MMA, DMA en homogenados del cerebro de animales expuestos
{Rodriguez y col., 2004).

Recientemente, se considera que existe una alta demanda de metilos en el proceso de
biometilacion del arsénico lo cual disminuye la disponibilidad de estos metilos que son
necesarios para otras funciones celulares (reacciones de transmetilacion) entre ellas la sintesis
de la mielina. Por lo tanto la SAM ademas de considerarse el principal donador de metilos en la
biometilacion del arsénico también lleva a cabo la metilacion de la proteina basica de |la mielina
(PBM) (Lee y col., 1992; Small y col., 1881).

Dieta
MAT J'
SAM MET
X
N s
MT/ 5,10-CH,THF Ms) [ BHMT
ki iy 5-CH,-THF \ Betaina
SAH SAH Hidralasa H CY
V SER
CBS
Cistationina
CG"I\ a-cetobutirato
Cisteina

Figura 7. Metabolismo de |la metionina.

1.5.6 El arsénico en el sistema nervioso.

El arsénico afecta tanto al sistema nervioso central comao periférico, los primeros reportes que
se tienen de dano neurolégico son en el sistema nervioso periféerico, donde causa neuropatia
periferica simétrica (Heymann et al., 1956; Goyer, 1991; Yip y col., 2002), caracterizada por un

aumento de la sensibilidad en los nervios. El arsenico ingresa al cerebro a través de un
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mecanismo que se desconoce, sin embargo se sabe que al ingresar afecta las funciones
cerebrales superiores (Gerr et al., 2000). Existen cinco casos reportados de personas
cronicamente expuestas al arsénico, el primero data de 1977 en un estudio realizado a nifios
que vivian en una zona minera, en el cual se reporta que estos nifios sufrieron alteraciones
auditivas sugiriendo con ello que la exposicion al arsénico produce polineuritis de estructuras
como la céclea (Bencko y Simon,1977). Otro caso se presentd en nifios mexicanos (7 y 8 anos)
, quienes estuvieron expuestos al arsénico durante toda su vida por vivir en los alrededores de
una fundidora de metales, estos nifios mostraron deficiencias en la comprension verbal,
memoria a largo plazo y lenguaje (Calderdon et al., 2001), otro estudio fue realizado en
adolescentes (8-11 afos) que consumieron durante la mayor parte de su infancia agua de
bebida con altas concentraciones de arsénico, estos nifios presentaron deficiencia en la
destreza al desempefio continuo, memorizacién de patrones y simbolos, ademas alteraciones
de atencién (Tsai et al.,, 2003). Mientras tanto Wasserman y colaboradores en el 2004,
reportaron disminucion en la funcién intelectual en nifios (10 afos) expuestos al arsénico en el
agua de bebida. Por otro lado, se reporta el estudio en adultos expuestos aproximadamente 14
anos al arsénico, estos individuos fueron evaluados mediante pruebas neurolégicas y
neuropsicologicas y ademas de presentar una mayor incidencia a la neuropatia periférica se
encontraron alteraciones en la fuerza con ta que los individuos podian sujetar los objetos,
movimiento de los dedos, coordinacién mano-vista y temblor (Gerr et al., 2000).

Similarmente la exposicion al arsénico inorganico en roedores se ha relacionado con
alteraciones en las tareas del aprendizaje (Nagaraja y Desiraju, 1994), alteraciones en la
actividad locomotora.( Chattopadhyay y col., 2002a; Chattopadhyay y col., 2002b; Itoh y col.,
1990; Pryor y col., 1983; Rodriguez y col., 2001, 2002), y un aumento en los errores al aplicares
la prueba de conducta del laberinto en T (Rodriguez y col., 2001, 2002). Algunas de estas
alteraciones podrian relacionarse a cambios en los sistemas colinérgicos, monoaminérgicos,
gabaérgicos y glutamatérgicos, en varias regiones del cerebro como el estriade, mesencéfalo,
hipotalamo e hipocampo (Delgado y col., 2000; Kannan y col., 2001; Mejia y col., 1997;
Nagaraja y Desiraju, 1993, 1994; Rodriguez y col., 2001; Tripathi y col., 1997; Valkonen y cal.,
1983).

Teniendo como antecedente estos hallazgos, en el presente trabajo se utilizd el mismo modelo
experimental en el cual ya se demostraron alteraciones del comportamiento, del contenido de
monoaminas {corteza, mesencéfalo y cuerpo estriado), deficiencias en la actividad locomotora y
alteraciones en las tareas de aprendizaje (V.M.Rodriguez y col., 2001,2002).
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1.6 JUSTIFICACION, HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS.

1.6.1 JUSTIFICACION.

La exposicion a arsénico altera la conducta de animales y humanos, y en particular existe un
modelo animal en donde ya se demostraron las alteraciones del comportamiento; en el presente

trabajo estudiamos las alteraciones morfolégicas en el SNC, especialmente en el cuerpo
estriado en este mismo modelo.

1.6.2 HIPOTESIS DE TRABAJO.

Dosis bajas de arsénico durante el desarrollo embrionario y posnatal de la rata producen
alteraciones celulares en el cuerpo estriado.

1.6.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Reproducir el modelo animal establecido de exposicién pre y postnatal al arsénico .

A) Evaluacion de la conducta mediante la técnica del laberinto acuatico.

B) Cuantificacion de la concentracion de arsénico mediante |a técnica de espectrometria
fluorescente de masa atomica.
2. Evaluar la histologia del cuerpo estriado del modelo experimental mediante tinciones
especiales para el tejida nervioso.
3. Identificar la presencia de apoptosis en el cuerpo estriado mediante la técnica TUNEL en el
mismo modelo animal.
4. Evaluar la ultraestructura de las fibras nerviosas del cuerpo estriado en €l mismo modelo
experimental.
5. Determinar si en el modelo experimental establecido existe un efecto de reversioén en el dano
causado, al suspender por dos meses la exposicion al arsénico.
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CAPITULO DOS

MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIAL.

2.1.1 MATERIAL BIOLOGICO.

Se utilizaron 48 ratas hembras de la cepa Wistar con un peso de 250 — 275 gramos. Estos
animales se obtuvieron de 12 camadas de las cuales se eligieron 4 ratas hembras de cada
camada, dos se utilizaron como controles y dos para administrarles el tratamiento.

2.1.2 TRATAMIENTO DE LOS ANIMALES.

A. Se utilizé como vehiculo agua purificada y en ella se disolvio el arsenito de sodio.
B. Arsenito de sodic en plovo de la marca Sigma.

2.1.3 TECNICAS PARA EVALUAR LA CONDUCTA DE LOS ANIMALES.

2.1.3.1 Prueba del laberinto acuatico.

El laberinto acuatico consiste en una alberca acrilica de 1.20 metros de diametro, y 40 cm de

profundidad, en su interior contiene una plataforma de 10 centimetros de diametro.

2.1.4 TECNICAS ANALITICAS.

2.1.4.1 Técnica de espectrometria de fluorescencia atomica.
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Los reactivos utilizados fueron de alta calidad analitica, el agua utilizada fue ultrapurificada
{sistema Milli — Q de Millipore).

El material utilizado se lavé previamente en acido nitrico 10 % y fue enjuagado en agua
desionizada.

A. Estandar certificado de arsénico de una concentracién de 1000 + 3ug / ml en 2% de acido
nitrico de la marca “High — purity standards”.

B. Los acidos clorhidrico, nitrico e hidréxido de sodio de la marca J.T. Baker.

C. Acido perclérico de la marca Merck.

D. Yoduro de potasio, acido ascarbico de la marca Sigma.

E. Borohidruro de sodio de la marca Fulka.

2.1.5 TECNICAS MORFOLOGICAS.
2.1.5.1 Técnicas histologicas.

FIJACION.

A. Paraformaldehido de la marca Caledon.

B. Glutaraldehido al 25% de la marca Sigma.

C. Fosfato monobasico de sodio de la marca CTR.
D. Fosfato dibasico de sodio de la marca analit.

E. Agua uitraprura (sistema Milli— Q de Millipare).

DESHIDRATACION.

A. Alcohol etilico absoluto de |la marca Permont.

ACLARACION.
A, Xileno de la marca J.T Baker.

INCLUSION.
A. Parafina de la marca paraplast.

MONTAJE.
A. Portaobjetos y cubreobjetos de la marca Corning.

B. Medio de montaje entellan marca Merck.

2.1.5.1.1 Tincidon de hematoxilina-eosina.



A. Hematoxilina de la marca merck.

B. Eosina amarillenta de la marca analit.

C. 6xido de mercurio rojo de la marca Mallinckrodt.

2.1.5.1.2 Tincion de violeta de cresilo.
Violeta de cresilo rapido de la marca Michrome.
Acido acético de la marca Merck.

2.1.5.1.3 Tincién de Kllver — Barrera.
Azul de luxol de la marca Sigma.

Violeta de cresilo de la marca Michrome.
Acido acético de la marca Merck.

Carbonato de litio marca Merck.

2.1.5.2 Tecnicas inmunohistoquimicas.

2.1.5.2.1 TUNEL.
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A. La técnica de TUNEL se llevo a cabo utilizando el kit TACS ™2 TdT In Situ Apoptosis
Detection de Trevigen® para muestras fijadas en paraformaldehido al 4%, incluidas en parafina

y cortes de 7 pm.

2.1.5.3 Técnica de microscopia electronica.

Los reactivas utilizados fueron de alta calidad analitica, el agua utilizada fue ultrapurificada

(sistema Milli — Q de Millipore).

A. Glutaraldehido, tetradxido de osmio, resinas epdxicas, cacodilato de sodio, acetato de

uranilo, citrato de plomo, azul de toluidina, rejillas de cobre (200 “mesh”) y moldes de

inclusion, obtenido de Electron Microscopy Sciences (EUA).

B. El vidrio para preparar las cuchillas de Pelco y la cuchilla de diamante de la marca

Diatome (Suiza).

2.2 EQUIPO.

s Microscopio electronico JEOL JEM 1010

e Microtomo marca Leica modelo M-RM2125RT.

e Estufa marca Rios Roca modelo HS-33
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o Histo center || marca Allied.

o Bafio para cortes en flotacion marca Lab-line.

s Fotomicroscopio marca Nikon modelo LABOPHOT- 2

s Ultramicrotomo LKB BROMNA ULTRATOME.

o Preparador de cuchillas de vidrio LKB BROMNA modelo 7800 knife Maker.

« Agitador magnético marca Corning modelo PC- 410.

o Parrilla de calentamiento marca thermolyne modelo HP- A1915B.

e Potenciometro marca Beckman modelo 45.

¢ PSA 10.400 Excalibur atomic fluorescente with autosampler 20.400.

e Balanza analitica marca Sartorius modelo BL 120 S.

¢ Sistema Millipore desionizador y purificador de agua Milli-Q, con cartuchos de
intercambio idnico, de carbon y filtros de ésteres de celulosa ( poro 0.22 pum)

biol6gicamente inertes.

2.3 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

Desde el apareamiento, durante la gestacion y hasia el destete, los animales fueron expuestos
al arsenito de sodio en el agua de bebida (36.7 mg/l), y de los animales destetados se
escogieron dos hembras de cada camada y se les continGo la exposicion con el arsenito de
sodio hasta los cuatro meses de edad. Posteriormente se separaron en dos grupos: El primer
grupo denominado de “cuatro meses” porque fue sacrificado a los cuatro meses de edad, es
decir al término de la exposicion y el segundo grupo denominado “seis meses” ya que, se le
permitié vivir por dos meses mas, sin estar expuestos al arsénico, por lo que se les mantuvo por
ese lapso de tiempo con el agua de bebida sin el arsenito de sodio, y por lo tanto fueron
sacrificados a los seis meses de edad. En conjunto con estos grupos experimentales se
realizaron dos grupos control de animales sin tfratamiento uno para cada grupo experimental (de
cuatro y seis meses de edad). Ocho dias antes del dia del sacrificio, los animales fueron
sometidos a la prueba del laberinto acuatico para evaluar la memoria. Finalizada esta prueba de
conducta, los animales fueron anestesiados y prefundidos por via intracardiaca con solucion
salina (50 ml) y una solucién glutaraldehido (2%) — formaldehido (2%} en buffer de fosfatos (50
ml); se extrajo el cerebro, del cual se eligio el cuerpo estriado para realizar estudios
morfoldgicas (microscopia de luz, inmunohistoquimica y microscopia electrdnica) y el resto de
cerebro se utilizé para cuantificar la concentracién de arsénico total (figura 8).

La estrategia experimental que se siguié se esquematiza en la figura 8
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2.4 METODOS.

2.41 REPRODUCCION DEL MODELO ANIMAL ESTABLECIDO DE EXPOSICION PRE Y
POSTNATAL AL ARSENICO .

Ratas hembra Wistar con un peso aproximado de 250 — 275 g se expusieron a 36.7 mg/l de
arsenito de sodio disuelto en el agua de beber, desde el apariamiento hasta el desteste y a las
crias destetadas se les continué con la intoxicacion hasta los 4 meses de edad. Se escaogieron

dos ratas hembra de cada una de las seis camadas para cada grupo experimental.

2.4.2 PRUEBAS DE CONDUCTA.

Ocho dias antes de terminar el periodo de intoxicacion se realiz6 la prueba de conducta del

laberinto acuatico.
2.4.2.1 Prueba del laberinto acuatico.

Esta prueba es una de las mas utilizadas para evaluar el aprendizaje espacial de los animales,
ya que muesira el funcionamiento de una de las regiones del cerebro donde se lleva a cabo el
aprendizaje. En esta prueba, se utiliza una alberca acrilica la cual tiene una plataforma (10 cm
de diametro) en uno de los cuadrantes. Antes de iniciar la prueba, la alberca se llend de agua
hasta que la plataforma quedd oculta, posteriormente se le anadié un litro de leche, con la
finalidad de que el animal pierda la visibilidad de la plataforma, debido a la turbidez del agua. Es
importante resaltar que durante todo el tiempo que durd la prueba, la alberca permanecio
siempre en el mismo sitio y la evaluacion de |0os animales se realizé por las mismas personas y
en una forma ciega. La prueba empezé colocando al animal con la cabeza dirigida a cualquiera
de las paredes (de manera aleatoria) de la alberca y se tomd el tiempo que el animal tardé en
encontrar la plataforma. Un dia antes de iniciar la prueba, el animal se sometid a un ensayo
como entrenamiento. El protocolo que se utilizé se describe en el apéndice A tabla 1.

2.4.3 OBTENCION DE LA MUESTRA.

Ambos grupas experimentales (de cuatro y seis meses de edad), se dividieron en dos: un grupo
se utilizé para realizar las pruebas histoldégicas e inmunghistoquimicas, y un segundo grupo

para realizar el analisis ultraestructural y los parametros bioquimicos.
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2.4.4 DETERMINACION ANALITICA .

2.4.4.1 Técnica de espectrometria de fluorescencia Atomica por generador de hidruros.

Esta técnica se utilizé para determinar las concentraciones de arsénico total en el cerebro, se
fundamenta en medir la cantidad de energia luminica que emiten los atomos en estado gaseoso
que han sido excitados a mas altos niveles de energia por la absorcion de radiacion
electromagnética. La atomizacion se lleva a cabo por la generacion de un hidruro adicionando
una solucion acuosa acidificada de la muestra a un volumen pequefio de borohidruro. La
reaccion que se ileva a cabo es la siguiente:

3BH, +3H" +4H,;80; ——P 3H;BO; + 4AsH;(g) +H,0

El hidruro volétil (arsina) es arrastrado a la camara de atomizacién por un gas inerte (argén). La
camara es un tubo de cuarzo calentado a muy alta temperatura (a varios cientos de gradas
centigrados) en una llama, y en esta camara es donde se descompone el hidruro dando origen
a los atomos de la sustancia por analizar.

Una lampara de catodo hueco o laser provee la excitacion resonante para llevar los atomos a
niveles de energia mas altos. La fluorescencia atomica es dispersada y detectada por un
monocromador y fotomultiplicador, similares al instrumental de la especiroscopia de emision
atémica.

La técnica se describe en el apendice A tabla 2

2.4.5 ANALISIS MORFOLOGICO.

2.4.5.1 MICROSCOPIA DE LUZ.

Las muestras fueron procesadas con la técnica habitual para microscopia luz: el tejido fue fijado
en solucién de paraformaldehido - glutaraldehido (2%) en buffer de fosfatos 0.2M con pH 7.2 -

7.4. Deshidratado, aclarado e incluido en parafina. Se realizaron cortes de 7um y se les
aplicaron las siguientes tinciones:



27

2.4.5.1.1 Técnica hematoxilina - eosina.

Para evaluar la morfologia general de los tejidos se aplico esta técnica en cortes de parafina de

7um de espesor, la técnica se describe en el apéndice A tabla 3.

2.4.5.1.2 Técnica de Nissl.

Esta técnica nos sirve para evaluar la morfologia de los cuerpos neuronales, se aplicod en cortes

de parafina de 7um de espesor. La técnica se describe en el apendice A tabla 4.

2.4.5.1.3 Técnica de Kliiver — Barrera.

Para evaluar la integridad de la capa de mielina se aplicé esta técnica en cortes de parafina de

7um de espesor. La técnica se describe en el apéndice A tabla 5.

2.4.5.2 INMUNOHISTOQUIMICA.
2.4.5.2.1 Técnica de TUNEL.

El TUNEL (Tdt-mediated dUTP-biotin Nick-End Labeling) Schmitz y colaboradores en 1991
aplicaron esta técnica para detectar la fragmentacion de la cromatina asociada a apoptosis, en
cortes en parafina de 7um de espesor. Este método permite detectar las zonas de
fragmentacion de cromatina, producto de las endonucleasas activadas, las cuales generan
fragmentos de DNA con los extremos 3'OH libres, estos extremos por estar expuestos pueden
ser detectados por la adicion de deoxinucledtidos marcados en una reaccion catalizada por la
enzima TdT (deoxinucleotidil transferasa terminal), y mediante un sistema de deteccion biotina-
estreptavidina y la adicion de un sustrato como la DAB (diaminobenzidina) que nos revela la
reaccion mediante la formaciéon de un precipitade negro insoluble en las zonas donde existe el
DNA fragmentado. La técnica se describe en el apéndice C.

2.4.5.3 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION.

Las muestras fueron procesadas con la técnica habitual para microscopia electronica de
transmision: el tejido fue fijado en solucién de Karnovsky — Ito (acido picrico, formaldehido,
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glutaraldehido) en buffer de cacodilatos con pH 7.2 — 7.4. Postfijados en solucion acuosa de
tetradxido de osmio al 2%, incluidos en resinas epdxicas. Se prepararon dos tipos de cortes:
A. Semifinos, de 1pm de grosor, se montaron en portaobjetos y se tifieron con azul de
toluidina, para analisis por microscopia de luz.
B. Finos, de aproximadamente 100 nm de grosor y contrastados en soluciones acuosas de
acetato de uranilo al 5% y citrato de plomo al 0.4% para el analisis de |a ultraestructura.

El procedimento que se llevé a cabo para realizar esta técnica se muesira en el apéndice A
tabla 7.

2.4.6 Analisis estadistico

Con los resuitados obtenidos de la determinacién analitica de la concentracion de arsénico en el
cerebro, se realizd un analisis estadistico mediante la prueba t de Student, para determinar la
posible diferencia existente con respecto al control de animales sin tratamiento (control
absoluto). Esta prueba se realizé con 6 animales por grupo. Para comparar |os datos de latencia
obtenidos en el laberinto acuatico se utilizé un ANOVA de 2 vias para mediciones repetidas,
considerando 2 factores: el fratamiento (control y arsenico) y las diferentes medidas de latencia

para cada rata por grupo, obtenidas durante los 7 dias del experimento. Fueron consideradas
significativas aquellas diferencias asociadas a una p < 0.05.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1. MODELO ANIMAL

Antes de proceder al analisis morfolégico, se confirmé que los animales expuestos a arsénico
desde la gestacion y durante 4 meses de vida postnatal mostraran déficits en una prueba
conductual y un aumento significativo de la concentracién de arsénico en cerebro.

3.1.1Prueba de conducta del laberinto acuatico.

Ratas expuestas por cuatro meses con arsénico.

La figura 9 muestra el promedio por dia del tiempo que tardaron las ratas control y expuestas
en alcanzar la plataforma. El analisis de varianza de 2 vias arrojoé un efecto significativo del
tiempo (Fs.126 = 35,p<0.001), ya que los animales aprenden a encontrar |la plataforma conforme
transcurren los dias y tienen mas ensayos para hacerlo. También se encontré un efecto
significativo del tratamiento (F;2= 7.6, p= 0.012) ya que las ratas expuestas tardaron mas
tiempo que las ratas control en encontrar la plataforma durante los primeros tres dias de la

prueba, sin embargo, como se observa a partir del cuarto dia, ambos grupos tardaron un tiempo
muy semejante.
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Figura 9. Resuitados de la prueba de conducta obtenidos del grupo de
animales expuestos por cuairo meses con arsenito de sodio.
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Ratas expuestas por cuatro meses con arsénico y dos meses sin estar expuestos al
arsénico {6 meses) ,

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 10. De acuerdo a este grafico, los animales
de este grupo tardaron el mismo tiempo en encontrar la plataforma que el grupo de animales

control, lo cual contrasta, con los resultados obtenidos en el grupo que fue expuesto por cuatro
meses a arsénico.

Laberinto acuatico
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Figura 10. Resultados de la prueba de conducta obtenidos del grupo
de ammales expuestos por cuatro meses con arsenito de sodio y dos
meses sin estar expuéestos al arsénico.

3.1.2 Cuantificacion de la concentracion de arsénico en cerebro.

Ratas expuestas por cuatro meses con arsénico (4 meses) y grupo que fue expuesto por
cuatro meses con arsénico y dos meses sin estar expuestos al arsénico (6 meses) .

El contenido total de arsénico en el cerebro, obtenido en los dos grupos experimentales (grupos
de cuatro y seis meses) y sus respectivos controles se muestran en la figura 11. Como se
puede observar, en el grupo expuesto por cuatro meses la concentracion de arsénico, (178 +
98) alcanza hasta diez veces mas, en comparacion con el grupo de animales control, de esa
misma edad; y las concentraciones de arsénico obtenidas en el grupo de seis meses se
asemejan a las del grupo expuesto por cuatro meses.
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Figura 11. Resultados de |la concentracién de arsénico en cerebro, obtenidos
del grupo de animales expuestos por cuatro meses con arsénico y del grupo
de animales expuestos por cuatro meses con arsenico y dos meses sin estar

expuestos al arsénico (seis meses), notese que las concentraciones de

arsénico en ambos grupos experimentales se asemejan.

3.2 ANALISIS MORFOLOGICO.

3.2.1 Microscopia de luz.

3.2.1.1 Tincién de hematoxilina-eosina {H & E).

3.2.1.1.1 Ratas expuestas por cuatro meses con arsénico.
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En los cortes obtenidos de los animales control sin tratamiento observamos la morfologia

normal del cuerpo estriado, tractos de fibras nerviosas cortados en varias direcciones, estas

fibras muestran una tincién de forma homogénea, ademas, observamos cuerpos neuronales

con nucleos eucromaticos y nucleolos evidentes, alternando con numerosas células de la glia

(figura 12 A). En contraste con lo observado, en los cortes del cuerpo estriado del grupo de

animales expuestos por cuatro meses al toxico, observamos los tractos de fibras nerviosas, con

espacios vacios, debido a la ausencia de la mielina, ademas se muestran los cuerpos

neuronales alterados con nucleos hipercromaticos y picnéticos (figura 12 B). Estos hallazgos

fueron consistentes en animales expuestos y controles, ya que, se realizaron cortes de 7um y

se recolectaron cada 150 um en toda la superficie del estriado.



32

Figura 12. Fotomicrografia de cuerpo estrlado de cerebro de rata. A. Control de animales sin
tratamiento  Se muestran cuerpos neuronales normales con nucleos eucromaticos y nucleolos
evidentes {f echa corta), y un tracto de fbras nerviosas con tncion homogénea flecha larga) B
Grupo expuesto por cuatro meses con arsenito de sodio Se observan cuerpos neurcnales con
nucleos heterocromatices, y penéticos (flecha corta) Ademas dos tractos de fibras nerviosas con
espacios vacios (flecha larga), wndicando ausencia de la capa de mielina. Tincién H& E. 390x.

3.2.1.1.2 Ratas expuestas por cuatro meses con arsénico y dos meses sin estar
expuestos al arsénico (6 meses).

En este grupo experimental de seis meses, los cortes del grupo expuesto se maostraron
semejantes al grupo control de animales sin tratamiento, los cuales tuvieron una apariencia
morfolégica normal (figura 13 Ay B).

Figura 13. Fotomicrografia de cuerpo estriado de cerebro de rata. A, Control de anmales sin
tratamiento Tracto de fbras nerviasas normales flecha) B Grupo expuesto por cuatro meses on
arsen to de sodio y dos meses s n estar expuestos al arsen co Notese a tinc on homogenea det tracto
nerviosa (flecha) que se asemeja al control T nc on H& E 390x
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3.2.1.2 Tincion de Kliiver- Barrera (KB).
3.2.1.2.1 Ratas expuestas por cuatro meses con arsénico.

La tincién de K-B es ampliamente utilizada para demostrar la integridad de la capa de mielina.
Al aplicar esta técnica de tincion nos confirmoé lo ya observado con la tincion de H&E, ya que en
los cortes del cuerpo estriado de los animales expuestos por cuatro meses al arsénico
observamos los, tractos con espacios vacios indicandonos la péerdida parcial de la capa de
mielina. (figura 14 B). En contraste, con lo observado en los cortes del grupo control, en donde
se muestra el tracto de fibras nerviosas tefiido de una manera uniforme de apanencia normal
(figura 14 A). Estos resultados se reprodujeron en animales expuestos y controles, ya que, se
realizaron cortes de 7um y se recolectaron cada 150 um en toda la region ocupada por el
cuerpo estriado.

Figura 14, Fotomicrografia de cuerpo estriado de cersbro de rata. A. Control de ammales sin
tratam enta Cuerpos neuronales (flecha coda), y fbras nerviosas (flecha larga) normales B Grupo
expuesto por cuatro meses con arsenic de sodia Se observa un tracto de fibras nerviosas en corle
longitudinal en el cua se muestran os espac os vacios debdo a a interrupcion en la capa de mielina de
I8s fbras nerviosas que conforman ese {racto  Tincion K&B 380x.

3.2.1.2.2 Ratas expuestas por cuatro meses con arsénico y dos meses sin estar
expuestas al arsénico (grupo de seis meses).

En contrate con los hallazgos obtenidos en el grupo expuesto por cuatro meses al arsénico en
este grupo experimental al que se le suspendié por dos meses la exposicion observamos que el
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tracto de fibras nerviosas se 1iidé de forma homogénea sugiriéndonos una recuperacion en el
dano de la mielina (figura 15 B).

Figura 15. Fotomicrografia de cuerpo estriado de cerebro de rata. A. Control de ammales sin
tratamento. B Grupe expuesto por cuatro meses con arsenito de sodio y dos meses sin estar
expuestos al arsenico Obsérvese que la marfologia de |as fibras nerviosas (flecha) se asemeja al
control Tincion K&B 390x.

3.21.3 Tincién de Nissl.
3.2.1.3.1 Ratas expuestas por cuatro meses con arsénico.

La técnica de Nissl permite detallar la morfologia de las células del sistema nervioso, y esto, nos
permitié observar que en los cortes del cuerpo estriado del grupo control los cuerpos neuronales
y las células de la glia, mostraban la morfologia normal, ademas del neurdpilo que de igual
manera mostré una apariencia normal (figura 15 A), sin embargo en los cortes del grupo
expuesto observamos los cuerpos neuronales alterados, con hipercromacia debido al acimulo
de material basdlfilo, nucleos disminuidos de tamafio ademas de presentar una alteraciéon en la
forma (figura 15 B). Estos hallazgos fueron consistentes en animales expuestos y controles, ya
que, se analizé en su totalidad el estriado mediante la recoleccion de cortes de 7um cada 150

um.
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Figura 16. Fotomicrografia de Ccuerpo estriado de cerebro de rata. A, Control de
amimales sin tratanuento  Se muestran cuerpos neuronales de apar encia normal (flecha) B
‘Grupo expuesto por cuatro meses con arsenito de sodio Se observan cuerpos neurona es
normales flecha corta) alternando con cuerpos neuronales con nucleos hipercromét cos, y
‘aumentados de tamafio y de forma irregular flecha targa) Tincion violeta de cresilo 390x.

3.2.1.3.2 Ratas expuestas por cuatro meses con arsénico y dos meses sin estar
expuestos al arsénico (grupo de seis meses).

Los cuerpos neuronales observados en el corte de estriado de los animales control mostraron
una morfologia normal (figura 17 A)., en contraste con lo observado en los cortes de los
animales expuestos por cuatro meses al téxico y dos sin estar expuestos al téxico, ya que se
mostré que la alteracion de los cuerpos neuronales persistieron, por lo tanto no hubo
recuperacion, como observamos en la capa de mielina de los tractos (figura 17 B).

Figura 17. Fotomlcrografia de cuerpo estriado de cerebro de rata. A. Control de anmaes sm
tratamento B Grupo expuesto por cuatro meses con arsento de sodo y dos meses sn estar

expuestos al arsén co Observese que as alterac ones en los cuerpos neuronales pers sten fecha
T ncion violeta de cres lo 330x.



3.2.1.4 Cortes semifinos.

3.2.1.4.1 Ratas expuestas por cuatro meses con arsénico.

Estas muestras de tejido fueron incluidas en resinas epdxicas, l0 cual permite realizar cortes
muy delgados (350 nm) facilitando asi evaluar de una manera mas fina los detalles morfolégicos
de los tejidos. En los cortes del cuerpo estriado del grupo control observamos tractos de
apariencia normal, con una vaina de mielina integra (figura 18 A). En contraste con lo
observado en los corte del cuerpo estriado del grupo expuesto, en este grupo los tractos de
fibras nerviosas mostraron la apariencia de una masa amorfa, debido a que la vaina de mielina
de estas fibras se encuentra fragmentada (figura 18 B). Estos resultados fueron consistentes en
toda el area ocupada por el estriado, ya que se muestrearon los cortes en |a totalidad de esta
region.

Figura 18. Fotomlcrograffa de cuerpo estriado de cerebro de rata. A. Control de animales
sin tratamiento. Se muestra un tracto de fibras nerviosas con sus axones cubiertos por su
vaina de mielina integra (flecha) B Grupo expuesto por cuatro meses con arsenito de sodio
Se observa el tracto nervioso con apariencia de una masa amorfa detido a que as capas de
mielina que recubren los axones se encuentra fragmentada. Inclusion en resinas epoxicas,
azui de toludina 390x

3.2.1.4.2 Ratas expuestas por cuatro meses con arsénico y dos meses sin estar
expuestos al arsénico (grupo de seis meses).

En el grupo al que se le suspendi6 por dos meses el tratamiento con arsénico (seis meses)
observamos que las vainas de mielina de las fibras nerviosas mostraron una continuidad (figura
19 B). semejante a las que observamos en los cortes del cuerpo estriado de los animales
control (figura 19 A).
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Figura 19. Fotomicrografia de cuerpo estriado de cerebro de rata. A. Control de an males sin
tratamiento Se muestra fibras nerviosas con morfologia normal (f echa) B Grupo expuesto por
cualro meses con arsenito de sodio y dos meses sin estar expuestos al arsenico Obsérvese que
la vaina de rmielina de (as fibras se asemeja al control (flecha) Inclusidn en resinas epoxicas azul
de toluidina  390x.

3.2.2 INMUNOHISTOQUIMICA.

3.2.2.1 Ratas expuestas por cuatro meses con arsénico.

La técnica de TUNEL indica si existe fragmentacién de la cromatina, un parametro para evaluar
la apoptosis. En la aplicacion de esta técnica corrimos un control positivo en el cual inducimos la
fragmentacién de la cromatina indicandonos la positividad con la presencia de los nucleos
intensamente tefiidos (figura 20 A), ademas realizamos un control negativo en el cual omitimos
la enzima de marcaje por ello los nucleos aparecen sin tedir (figura 20 B). Los resultados
obtenidos al llevar a cabo el andlisis de los cortes de estriado del grupo de animales control y
del grupo expuesto, respectivamente, la coloracién de los nicleos se asemed al control
negativo (figura 20 B), lo cual indica la ausencia del proceso apoptético en el cuerpo estriado en
el momento que se sacrificaron los animales (figura 20 C y D). Debido a estos resultados, ya no
se efectud la prueba de TUNEL en los restantes grupos experimentales (grupo de seis meses).
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Flgura 20. Fotomicrografias de cuerpo
estnade de cerebro de ratz A. Contral
positvo Nucleos con acromat na
fragmentada ndcando a pos liv dad de
atecnica F echa) B. Contro negat vo
C. Controt s n t atam ento, D. Grupo
expuesto con arsen to de sod o por
cuatro meses Observase que los
nucless de os cortes de os dos grupos
expenmenta es se asemejan a control
negavvo fecha Tecncade TUNEL
2e0x

3.3.3 Microscopia electronica.

3.3.3.1 Ratas expuestas por cuatro meses con arsénico.

Al llevar a cabo el analisis ultraestructural confirmamos lo que ya habiamos observado al
microscopio de luz, ya que [a vaina de mielina en |os tractos de los cortes del cuerpo estriado de
los animales control se mostrd Integra, con sus contornos bien delimitados (figura 21 A), en
contraste con lo que se observé en los animales expuestos en donde los axones presentaron su
vaina de mielina discontinua dando. (figura 21 B). Estos hallazgos ultraestructurales confirman
la desmielinizacién asociada a la exposicién a arsénico.
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Figura 21. Micrografia electrénica de cuerpo estrlado de cerebro de rata. A Contro de anmales sin
tratam ento Se muasiran 0S axones con su vana de m e na ntegra fecha) B Grupo expueslo por cuatro
meses con arsenite de sod o Se observa un grupo de axones en  one fransversal mostrando nterrupcidn en
su vana de meina flecha arga) ndicando desm elimzacion Inclus én en res nas epoxicas contrastados
con acetato da plomo citrato de uranio 19000x

3.3.3.1 Ratas expuestas por cuatro meses con arsénico y dos meses sin estar expuestos
al arsénico (grupo de seis meses).

La morfologia ultraestructural de las vainas de mielina de los axones del cuerpo estriado, de
este grupo experimental (figura 22 B) presentaron una vaina de mielina semejante al grupo
control, de animales sin tratamiento (figura 22 A) con sus contornos bien delimitados . Estos
hallazgos sugieren que la desmilinizacién fue reversible al suspender por dos meses la
exposicion al arsénico.

Figura 22. Micrografia electrénica de cuerpo estriado de cerebro de rata, A Contro de anmaes sn
tratam ento Se muestra grupo de axones con morfolog anorma flecha B Grupo expues*o por cuatro
meses con arsen to de 50410 y 40s meses $ n estar expuestos a arsenco  bservese que as va nas de
me nase asemejan a os controes flecha nCusonen esnas epoxcas contrastados con acetate de
uran oy ctrato de p omo 19 000x
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CAPITULO 4

DISCUSION

En este estudio se demostrd que la exposicién crénica al arsénico en el agua de bebida (36
mg/l) causa alteraciones morfoldgicas a las neuronas y fibras nerviosas del cuerpo estriado de
cerebro de raia, durante la gestacién y etapas postnatales, y ademas que al suspender por dos
meses la intoxicacion se recupera notablemente el dafio causado a las fibras nerviosas,
mientras las alteraciones de los cuerpos neuronales persisten durante el tiempo de observacion.
De acuerdo a estos resultados, se acepta la hipétesis del trabajo “Dosis bajas de arsenito de
sodio durante el desarrollo embrionario y posnatal de la rata producen alteraciones celulares en
el cuerpo estriado”. Estos hallazgos se discutiran desde la perspectiva de su relevancia para el
estudio de la neurotoxicidad del arsénico, asi como desde el punto de vista de la insercion de
esta informacion dentro de las hipétesis actuales sobre los mecanismos de toxicidad del

arsénico.

Pertinencia de los modelos animales en el estudio de la neurotoxicidad del arsénico

Los efectos neurotoxicos del arsénico han despertado recientemente gran interés a raiz de
estudios enfocados a pablacion humana expuesta crénicamente a este metaloide, por lo que se
han comenzado a construir modelos animales para su estudio. Dado que a través de estudios
en poblacion expuesta, se ha encontrado que el arsénico afecta funciones cerebrales
superiores, especialmente en ninos y adolescentes, |la pregunta que surge es que si los
resultados, obtenidos en animales como los roedores pueden proporcionar informacion
relevante sobre lo que podria estar ocurriendo en los humanos. Con el fin de responder a ello,
es conveniente volver a mencionar aqui que los ninos expuestos presentaron alteraciones
auditivas (Bencko y Simon., 1977), deficiencias en [a comprension verbal, memoria a largo
plazo y lenguaje, disminucion del coeficiente intelectual y deficiencia en pruebas de funcion
cognitiva (Calderén y cal., 2001; Wasserman y col., 2004). En China, uno de los paises mas
contaminados por el arsénico en los mantos acuiferos, Tsai y colaboradores en el 2003 llevaron
a cabo un estudia en adolescentes que estuvieron expuestos a altas concentraciones de
arsénico (131- 185 ppb) a través del agua de bebida, y mediante una aplicacion de cuatro
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pruebas para evaluar el comportamiento demostraron deficiencias en la memorizacién de
patrones y simbolos y en la atencion. Estas alteraciones en humanos expuestos sugieren que
danos neuronales en regiones cerebrales que participan en los procesos de integracion de la
memoria y el aprendizaje. Con el fin de aproximar este tipo de problemas mediante un modelo
animal, se puede sélo recurrir a pruebas de conducta, por lo que construimos un modelo in vivo
en el cual se reprodujeran los efectos neurotoxicos y las principales caracteristicas que produce
la exposicion crénica al arsénico, especificamente la alteracion del comportamiento y
deficiencias en las tareas de aprendizaje, sin que presentaran signos de toxicicidad, como seria
diarrea, disminucion de la ingesta, caida de pelo y cambios en el peso corporal.

Los resultados obtenidos en la prueba del laberinto acuatico, en el grupo de los animales que
estuvieron expuestas por cuatro meses al arsenico reflejan un déficit significativo en la habilidad
para realizar esta prueba de memoria espacial. A pesar de que esta prueba de conducta se
utiliza para evaluar la integridad del circuito hipocampal, y no el cuerpo estriado, existen
evidencias que la via nigroestriatal participa en el proceso de memoria aprendizaje y que este
proceso €s una via independiente a la memoria hipocampal (Da Cunha y col., 2003). Y aln
estudios recientes realizados en ratas danadas evaluadas con esta prueba de conducta
demuestran que el hipocampo dorsal es el implicado en esta tarea espacial y no el hipocampo
ventral (Pothuizen y col., 2004). Teniendo en consideracion que la prueba de conducta del
laberinto en T es la mas recomendada para evaluar la integridad del cuerpo estriado (El
Massioui y col. 2001) aplicamos esta prueba en forma piloto en el presente trabajo. Sin
embargo, los resultados que obtuvimos no fueron satisfactorios debido al poco tiempo de
entrenamiento, el cual no era posible alargarlo ya que, para llevar a cabo esta prueba es
necesario privar a l0s animales de agua, y ese era precisamente el medio de exposicion al
arsénico, por lo que para el estudio formal continuamos solamente con las pruebas del laberinto
acuatico, que no requieren privacion de agua. Los resultados obtenidos con la prueba del
laberinto acuatico fueron muy satisfactorios ya que en relacién con los parametros morfolégicos
empleados en este trabajo, los valores obtenidos en el grupo de animales expuestos por cuatro
meses al arsénico y dos meses ¢con suspension de toxico (grupo de seis meses), reflejan una
recuperacion muy significativa en esta prueba de memoria espacial con respecto al grupo de
intoxicacién por cuatro meses. Consideramos que esta mejoria podria deberse a la

remielinizacion de las fibras nerviosas que se observo en el grupo de seis meses.

Para conseguir este modelo animal apropiado desde el punto de vista conductual, es importante
considerar que se emplearon dosis de arsénico mucho mas altas que a las que se expone un
humano. La concentracién total de arsénico en cerebro encontrada en este trabajo es de

178+100 ng/g, la cual es considerablemente mas elevada que los niveles mas altos



42

encontrados en sangre de humanos expuestos por largo tiempo al arsénico, los cuales variaban

de 4.32 - 46.54 ug/l, segun el estudio reportado por Wu y colaboradores en el afio 2003.

Por otra parte, la concentracion de arsénico, obtenida en el grupo de animales expuestos hasta
los cuatro meses de edad (178198 ng/g), no mostré diferencia significativa con respecto a la
cantidad obtenida en el grupo de animales a los que se les suspendié por dos meses la
intoxicacion. Este hallazgo sugiere que el arsénico no se elimind en ese periodo de tiempo, tal
vez porque la velocidad de remocion del arsénico en el cerebro se lleva a cabo lentamente; no
como en otros 6rganos, en los que la velocidad de eliminacion es mas rapida como en pulmén
que se elimina entre los 9 y 17 dias, o en la piel en la cual se elimina mas lentamente debido a
que la queratina posee grupes sulfhidrilos y el arsenico es reactivo con estos grupos
(Schoolmeester y White, 1980). Datos recientes proporcionados por Simeonova Yy
colaboradores en el 2000 indican acumulacion de arsénico inorganico trivalente y pequenas
cantidades de su metabolito dimetilado (DMA V) en ratones expuestos por 4 semanas al
arsenito en el agua de beber (100 ppm). Por lo que no se puede descartar que en nuestro
modelo experimental el arsénico se remueva mas lentamente. A pesar de que se encuentra
bien documentado que después de la exposicion aguda de arsénico en animales del laboratorio,
el arsénico inorganico se absorbe rapidamente y se distribuye a través del cuerpo en forma de
sus metabolitos y es excretado principalmente en la orina (Odanaka y col., 1980; Vahter y Norin,
1980; Vahter; 1981; Hughes y col., 1994, 1999), la disposicion del arsénico en el cerebro
después de dosis repetidas no se encuentra documentada.

Por lo anterior, podemas concluir que si bien seria deseable conseguir un modelo animal donde
hubiese manifestaciones conductuales a dosis mas bajas, semejantes a las que se expone el
humano, el presente modelo permitié analizar alteraciones morfolégicas del sistema nervioso
central en 3 condiciones que permiten hacer aportaciones relevantes: 1) modelo in vivo de
exposicion cronica, comparable con otros estudios reportados en la literatura y en el que se
alcanzan niveles de arsénico en tejido alrededor de 8 veces mas altos que los reportados en
sangre en individuos expuestos, 2) alteraciones conductuales en ausencia de perdida de peso y
sintomas de intoxicacion y, 3) reversibilidad de las alteraciones conductuales al cesar la
expaosicion.

Desmielinizacion e hipétesis actuales sobre mecanismos de accién del arsénico.

La desmielinizacion del sistema nervioso central no se habia reportado como un efecto de la
exposicién cronica a arsénico, mientras que la desmielinizacion en el sistema nervioso periférico

se encuentra reportada desde hace décadas, ya que se conoce que la exposicion a altas dosis
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de arsénico causa una polineuropatia simétrica con degeneracion Walleriana aguda de fibras
mielinizadas (Heymann y col., 1956; Goebel y col., 1990). Por otro lado, también existen
estudios en intoxicacion con metales pesados (plomo), en los que se reporta una
desorganizacién morfolégica en la vaina de la mieling, la cual se atribuye a una alteracién en la
actividad de la CNPasa que participa en la sintesis de la mielina (Dabrowska-Bouta y col., 2004;
Deng y Poretz, 2001). Basados en las principales hipétesis acerca del mecanismo de toxicidad
del arsénico, consideramos que la desmielinizacion de las fibras nerviosas del SNC en animales
expuestos cronicamente al arsénico, puede deberse ya sea a la generacion de radicales toxicos
de oxigeno (ROS) yfo la hipometilacion.

La mayoria de las especies reactivas de oxigeno se producen por una reduccién parcial del
oxigeno en el transporte de electrones en la mitocondria y es asi como se produce el radical
superoxido el cual es reducido a peréxido de hidrogeno por la superdxido dismutasa; este
radical libre (peréxido de hidrogeno) a su vez es reducido a radicales hidroxilo mediante la
intervencion del fierro por la reaccion de Fenton. Estas tres especies reactivas por si mismas
pueden inducir un dafio, o también pueden activar vias de sefialamiento intracelular alterando la
funcion celular (Garcia- Chavez y col., 2003), por lo que podrian estar interviniendo en el dano a
membranas y consecuentemente en la desmielinizacion.

Por otra parte la hipometilacion puede ser un evento ocasionado por la entrada del arsénico a
las células nerviosas, ya que, el arsénico al entrar al cerebro lo hace a través de
transportadores del glicerol, los cuales son canales de membrana multifuncionales (Lui y col.,
2002), o bien por transportadores GLUT1 que se localizan en la membrana de los eritrocitos y
celulas endoteliales de |a barrera hematoencéfalica (Vannucci y col., 1997), y una vez que éste
ingresa al cerebro se metaboliza a sus especies mono- metiladas y dimetiladas, ya que el
cerebro posee esta capacidad, como lo demostraron Rodriguez y colaboradores en el 2004.
Como ya se conoce, S-adenosilmetionina (SAM) es un donador de grupos metilos que son
necesarios para numerosas reacciones de transmetilacion, entre las que se encuentra la
biometilacion del arsénico, la metilacion de |a fosfatidiletanolamina y la de ia proteina basica de
la mielina (PBM) (Lee v col., 1992; Small y col., 1981), dos componentes muy importantes de la
mielina. Por ello consideramos que la alta demanda de grupos metilos para la biometilacion de
arsénico, disminuye la disponibilidad de estos grupes y por consecuencia inhibe la metilacion
del residuo 107 de arginina de la PBM (Small y col., 1981). Esta carencia de metilacion puede
conducir a una alteracion de la mielina ya que la arginina metilada es esencial para mantener la
compactacion de las capas de mielina, y esto lo hace mediante reacciones de cadena cruzada,
debido a que esta molécula es mas hidrofébica que la arginina por si misma (Brostoff y Eylar,
1971). La hipometilacion se ha reportado como un posible mecanismo de toxicidad del arsénico
implicado en la carcinogenicidad (Chen y col 2004), y un segundo hallazgo en este trabajo que
apunta a que esta alteracion pueda estar implicada también en la desmielinizaciéon fue la
recuperacién de la vaina de mielina después de suspender por dos meses la exposicién al
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arsénica. Este resultado sugiere que, al ya no haber mas entrada de arsénico al cerebro, ya no
son necesarios metilos para su eliminacién, y por lo tanto esos grupos quimicos quedan
disponibles para metilar la proteina basica de la mielina, y por consecuencia se recupere en la
vaina mielina. Sin embargo, la persistencia de las alieraciones en los cuerpos neuronales
sugiere que tal vez sea necesario mas tiempo para su recuperacion o que tal vez el dano
ocasionado sea de manera irreversible.

Con respecto a la apoptosis, tanto la ¢- Jun N protein cinasa terminal (JNK) como la p38 son
moléculas moduladores de la apoptosis en varios tejidos, ademas de otras funciones celulares.
Namgung y Xia (2000) reportaron estudios in vitro en neuronas corticales de rata expuestas al
arsenito de sodio y demostraron que JNK y p38 contribuyen a la apoptosis inducida por el
arsenito de sodio en neuronas corticales. El arsénico también es inductor de apoptosis en
células mononucleares humanas {De la fuente y col., 2002). Ademas, Chattopadhyay y
colaboradores (2002 a y b) realizaron estudios in vivo e in vifro con dos modelos
experimentales, el primero en el que ratas fueron expuestas durante toda la gestacion a
arsenito de sodio en el agua de beber (0.03, .30 y 3.0 ppm) ¥ a los neonatos se les extrajo el
cerebro y estos explantes cerebrales fueron mantenidos en cultivo. El segundo modelo consistio
en explantes cerebrales fetales humanos, tambien expuestos al arsénico. Ellos reportan que la
exposicion al arsénico causé cambios en la membrana de las neuronas, indicado por la
generacion y liberacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitr6geno. Estos autores
proponen la presencia de apoptosis basados en criterios morfologicos, sin embargo, en las
fotomicrografias que muestran no esta clara la fragmentacién de la cromatina ni la presencia de
los cuerpos apoptoéticos. Otro hecho de llamar la atencion en el estudio antes referido es el
comentario que los autores hacen acerca de que una dosis de 3 ppm de arsénico es una dosis
cercana a letal, ya que en su estudio un gran nimero de madres abortaron y los productos
murieron. Sin embargo, la dosis empleada en nuestro modelo y otros modelos es mayor (36
ppm) y con esta dosis no se presentaron abortos ni mortalidad. En contraste con estos
antecedentes, el resultado negativo obtenido en el TUNEL en nuestro modelo muestra que las
células no presentaban apoptosis al momento del sacrificio, que fue a la edad adulta, a
diferencia de los estudios previos, donde el fenomeno se estudid durante el desarrollo o a
través de una expasicion in vitro.
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CAPITULO CINCO

CONCLUSIONES, PERSPECTIVAS Y CONTRIBUCIONES.

5.1 CONCLUSIONES.

1. Se acepta la hipotesis planteada “Dosis bajas de arsenito de sodio durante el desarrollo
embrionario y posnatal de la rata producen alteraciones celulares en el cuerpo estriado”,

ya que se demuestran por primera vez, alteraciones morfologicas en los cuerpos neuronales y
desmielinizacion de las fibras nerviosas en esta region del cerebro.

2. Ademas se demuestra que la desmielinizacién es reversible al suspender por un periodo de

dos meses la exposicion al arsénico, sin embargo las alteraciones neuronales persistieron,
durante el tiempo de observacién.
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5.2 PERSPECTIVAS.

En vista de los resultados obtenidos en este trabajo, seria de gran interés continuar
investigando los posibles mecanismos mediante los cuales la exposicion cronica a arsénico
causa desmielinizacion, asi como qué tipos de neuronas estan afectadas y en qué consisten las
alteraciones observadas. Respecto a la desmelinizacién nosotros sugerimos que la via
mediante la cual se lleva a cabo este proceso es por hipometilacion de la proteina basica de la
mielina (PBM) (componente abundante en la vaina de mielina); debido a ello seria de interés: 1)
cuantificar las concentraciones de especies metiladas del arsénico, asi como 2) cuantificar las
concentraciones de la proteina basica de la mielina, y 3) cuantificar las concentraciones de la
s- adenosil metionina ya que esta molécula es la donadora de los grupos metilos, y los
resultados constituirian un elemento clave para probar nuestra hipétesis. Por otro lado no se
puede descartar que los oligodendrocitos, células de la glia encargadas de llevar a cabo la
sintesis de mielina de las fibras nerviosas del sistema nervioso central se encuentren
disfuncionales, o disminuidas en nimero, y ese sea el motivo por lo cual la vaina de mielina se
muestre alterada, por ello, para descartar esta hipotesis valdria la pena realizar un marcaje
mediante técnicas inmunohistoquimicas a este tipo celular con anticuerpas GalC, y mas alla de
la observacién cualitativa realizar un analisis cuantitativo mediante morfometria.

Otro hallazgo en este trabajo es la presencia de alteraciones neuronales observadas por
microscopia de luz, por ello una continuacion de este, seria caracterizar el tipo de neuronas
alteradas mediante técnicas inmunohistogimicas, la técnica de Golgi y el estudio
ultraestructural.

La exposicion al arsénico induce apoptosis segun reportes previos, sin embargo en este trabajo
no se encontrd este tipo de muerte celular, sin embargo no se puede descartar que en otro
momento, durante la exposicion a arsénico la apoptosis se presente. Por ello, seria de interés
realizar [a misma la técnica del TUNEL que se aplicd en este trabajo a otros tiempos y asi
descartar esta hipotesis.

Por (ltimo, existen varias regiones del cerebro implicadas en el proceso de memoria-
aprendizaje. Al presentarse un déficit en la prueba de memoria espacial en los animales
expuestos al arsénico, cabe la posibilidad que no sélo se encuentre alterado el estriado sino
también otras areas de cerebro implicadas en estos procesos, como lo son el hipocampo y la
corteza. Por tanto, analizar mediante parametros bicquimicos y morfolégicos estas areas

proporcionaria informacién importante.
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5.3 CONTRIBUCIONES.

Con este estudio se contribuye a esclarecer el mecanismo de neurotoxicidad del arsénico,
especialmente en el area morfoldgica ya que, mediante las técnicas aplicadas se demuestra
que existe una coincidencia entre las alteraciones de comportamiento ya demostradas, y las
alteraciones tanto de las neuronas como de las fibras nerviosas, sin embargo seria de gran

interés, que se demostrara una relacion causa-efecto entre los parametros ya mencionados.



APENDICE A

TABLA 1

PRUEBA DE CONDUCTA DEL LABERINTO ACUATICO
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1. El animal se coloca en
el interior de la alberca
acrilica con la cabeza
dirigida a cualquier sitio

sobre la superficie del
agua.

de la pared de la alberca y

2. La prueba inicia tomando el
tiempo que el animal tarda en
encontrar la plataforma, se le
dan cinco minutos para que la
encuentre.

Esta prueba se
realiza por 7 dias
con cuatro
oportunidades
diarias.

C.A. Stewart and R.G. Morris.

3. Si a los cinco minutos el
animal no encuentra la
plataforma, posteriormente, se
coloca al animal manualmente
encima de la plataforma
(fracaso). Se le proporciona un
minuto de descanso sobre la
plataforma antes de inicrar el
siguiente intento. El mismo
tiempo se les da de descanso si
encontraron la plataforma, por si
mismos.




TABLA 2

TECNICA DE ESPECTROMETRIA DE FLUORESCENCIA ATOMICA POR
GENERADOR DE HIDRUROS.

Para cuantificar la concentracién de arsénico.

1.El tejido se fragmenta y coloca

en un vaso de precipitado que 2. Digestion oxidativa. Al dia siguiente se

contenaa 6 ml de HNO colocap los vasos en una parrilla de
concentragdo y'1 mi de a’cisdo calentamiento a 80° € hasta desecar, En
perclorico, se tapa con un vidrio esta fase la materia organica se transforma
reloj y. ahi se deja durante toda la hasta biéxido de carbono y agua, y la
fnoche: inorganica prevalece en este caso el

arsénico (como As 0 As *).

Se le afadien
7.5'ml de HCI
concentrado.
4. Posteriormente se lievan 3. Reduccion del arsénico
las muestras a leera un pentavalente a trivalente.
espectrofétometro de Se resuspende el
fluorescencia atémica. La precipitado con 17 mi de
~ fluorescencia es HCl al 3%, y se vacia la
directamente propqrcxonal a muestra a un tubo conico de
la concentracién de polipropileno,
arsénico. posteriormente se afiaden

500ui de Ki - acido
ascorbico (agente reductor).

Rahman y col, 2000




TABLA 3

TECNICA DE HEMATOXILINA — EOSINA
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1. Cortes de tejido incluido
en parafina de 7um,
desparafinar con dos
cambios de xilol e
hidratar con etanol 100,
96, 80y 70% (viv)y
enjugar con agua
destilada.

4. Virar el Ph con dos
inmersiones rapidas en una
solucion de agua- amoniacal
alcohol — acido 50% (viv) y
enjuagar en agua corriente.

U

5. Contratenir
exponiendo los cortes por
dos minutos en eosina al

1% ( p/v) en solucion
alcoholica.

Bancroft y Stevens, 1982,

—>

2. Teiir los cortes con
hematoxilina de Harris por
cinco minutos, y enjuagar con
agua destilada hasta quitar el
exceso de colorante.

Il

3. Diferenciar con una
inmersién rapida en una
solucion de alcohol —
acido 50% (viv) y
enjuagar en agua
corriente.

6. Deshidratar con
estanol 70, 80, 96 y
100% (v/v) y aclarar con
xileno dos cambios de
cinco minutos cada uno.

U

7. Montar los cortes con
resina ( entelian ).




TABLA 4

TECNICA DE NISSL.

1. Cortes de tejido incluido
en parafina de 7um,
desparafinar con dos
cambios de xilol e
hidratar con etanol 100,
96, 80y 70% (viv) y
enjugar con agua
destilada.

2. Tenir los cortes con la
solucién de cristal violeta por
diez minutos en un horno a
45°C y enjuagar en agua
destilada.

3. Deshidratar en
alcoholes de 70, 80, 96
y 100% (v/v) por tres
minutos en cada uno.

Gridley, M.F., 1960.

4. Aclarar con dos cambios
de xilol de cinco minutos cada
uno.

7. Montar los cortes con
resina ( entellan ).




TABLA S

TECNICA DE KLUVER - BARRERA
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1. Cortes de tejido incluido
en parafina de 7um,
desparafinar con dos
cambios de xilol de 5
minutos cada uno e
hidratar con etanol 100,
96,80y 70% (viv) y
enjugar con agua
destilada.

4. Contratefir con la solucién
de violeta de cresilo 0.1% (p/v)
por diez minutos.

5. Deshidratar con etanol
70, 80, 96 y 100% (v/v), ¥
aclarar con dos cambios
de xileno de cinco minutos
cada uno.

Kliver y Barrera, 1953

—>

J

2. Teiiir los cortes con la

solucion de azul de Luxal por

1:30 dentro de la estufa a
57°C, y enjuagar con agua
destilada hasta quitar el
exceso de colorante.

3. Diferenciar con
carbonato de litio 0.05%
(p/v), por un minuto y
varias inmersiones en
etanol de 70% (viv), ¥
enjuagar con agua
destilada hasta eliminar
el exceso de colorante.

6. Montar los cortes con
resina ( entelian ).




TABLA 6

TECNICA DE INCLUSION EN RESINAS EPOXICAS
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1. Fijar las
muestras en
solucién de

Karnovsky-Ito a
temperatura
ambiente por 30
minutos.

4. Lavaren
amortiguador de
cacodilatos 0.1 M
pH 7.2-7 4 tres
veces, por 5
minutos.

7. Deshidratar las
muestras durante 5
minutos con acetona
al 30%, 50%, 70% y
890% (v/v), y tres veces
con acetona al 100%,
por 5 minutos.

—

Richardson y col., 1960

2. Lavar en
amortiguador de
cacodilatos 0.1 M pH

7.2-7 4 tres veces, por

5 minutos cada uno.

5. Contrastar las
muestras con nitrato
de uranilo al 2% (p/v)
durante 30 minutos.

8. Colocar durante
toda la noche en
una mezcla de 1:1
de epon (resina
epoOxica-acetona).

11.- Incluir y

>

—_—

polimerizar a 60°C

durante 24 horas.

3. Posfijaren
tetradxido de osmio
al 2% (p/v) a
temperatura
ambiente por 30
minutos.

6. Lavaren
amortiguador de
cacodilatos 0.1 M pH
7.2-7 .4 tres veces,
por 5 minutos.

10. Pre incluir a
temperatura
ambiente durante 60
minutos, colocando
las muestras en
moldes para
inclusién con epon al
100%.




APENDICE B

SOLUCIONES

B.1 PREPARACION DE LAS SOLUCIONES PARA LAS TECNICAS ANALITICAS.

B.1.1 ACIDO CLORHIDRICO AL 3%.

Acido clorhidrico concentrado 3ml
Agua desionizada 100 ml.

B.1.2 SOLUCION ESTANDAR DE ARSENICO DE 1 ppm.
Solucién estandar de arsénico de 1000 ppm 25 ul.
Colocarla en un matraz volumétrico de 25 ml y aforarlo con agua desionizada.

A partir de esta solucion se prepararon los estandares siguientes:
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Estandar de arsénico de 1 ppm

Estandar 1 25ul.

Estandar 5 1254l.
Estandar 15 375ul.
Estandar 30 750ul.

B.1.3 SOLUCION DE YODURO DE POTASIO 50% m/v EN ACIDO ASCORBICO AL 10%.

Yoduro de potasio 50 g.
Acido ascorbico 10g.
Agua desionizada 100 ml.

B.1.4 SOLUCION DE BOROHIDRURO DE SODIO 0.7% miv en hidréxido de sodio 0.1M.




Borohidruro de sodio 749
Hidréxido de sodio 4q.
Agua desionizada 1000 ml.

B.1.5 BLANCO REACTIVO.

Acido clorhidrico concentrado 300 ml.
Solucion de yoduro de potasio 50% m/v en acido
Ascorbico al 10%. 20 ml.

Y aforar con agua desionizada hasta un volumen de 1000 ml.

B.2 PREPARACION DE LAS SOLUCIONES PARA LAS TECNICAS MORFOLOGICAS.

B.2.1 SOLUCIONES PARA MICROSCOPIA DE LUZ,

B.2.1 .1 BUFFER DE FOSFATOS SALINO 0.1 M.

Solucion madre.

Solucion A.
Fosfato monobasico de sodio 27.58 g.
Agua desionizada 1000 ml.
Solucion B
Fosfato dibasico de sodio 28.39 g.
Agua desionizada 1000 ml.

Solucién de trabajo.

Solucién A 95 ml.
Solucién B 409.5 ml.
Cloruro de sodio 9g.

Diluir en agua destilada y aforar a 1000 ml. Ajustar pH 7.4.

B.2.1. 2 BUFFER DE FOSFATOS 0.2 M.

Solucién madre.



Solucion A.
Fosfato monobasico de sodio
Agua desionizada

Solucion B.
Fosfato dibasico de sodio
Agua desionizada

Solucion de trabajo.
Solucion A

Solucion B

Ajustar el pH 7.4.

B.2.1. 3 SOLUCION DE PARAFORMALDEHIDO — GLUTARALDEHIDO AL 2% EN BUFFER

DE FOSFATOS.

Solucién madre.
Paraformaldehido
Agua destilada

27.58 g.

1000 ml.

28.39 g.

1000 ml.

19 ml.
81.9 ml.

16 g.
400 ml.
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Mezclar y calentar hasta cerca de la ebullicion, retirar de la parrilla y en agitacién constante

agregar gota a gota hidréxido de sodio hasta que la solucién quede clara.

Solucion trabajo.

Solucion madre.
Buffer de fosfatos 0.2 M
Glutaraldehido al 25%

B.2.1. 4 ALCOHOL - ACIDO.
Alcohol de 96%

Acido clorhidrico concentrado
Agua destilada

B.2.1. 5 AGUA AMONICAL AL 1%.

400 ml.
400 ml.
16 ml.

350 ml.
5 ml.
150 ml.



Hidréxido de amonio

Agua destilada

B.2.1.6 HEMATOXILINA DE HARRIS.

Hematoxilina

Sulfato de aluminio y potasio
Alcohol Etilico absoluto.
Agua destilada

Oxido rojo de mercurio

B.2.1.7 EOSINA.

Solucion stock
Eosina amarillenta
Alcohol Etilico al 96%.
Agua destilada

Solucién de trabajo.

Solucion stock
Etanol al 80%

Acido acético glacial

B.2.1 .8 VIOLETA DE CRESILO.

Cristal violeta rapido
Agua destilada
Acido acético al 10%
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Sml
495 ml

15 g.
300 g.
150 ml.
3000 ml.
759.

10g.
80 ml.
20 ml.

100 ml.
300 ml.
2.0 ml.

1g
1000 ml
10 ml

NOTA.: filtrarla y guardarla en el horno a 45°C. Se puede usar muchas veces.

B.2.1.9 SOLUCION DE AZUL DE LUXOL RAPIDO AL 0.1%.

Azul de luxol
Etanol al 96%

0.1g
100 ml

Disolver el colorante en el alcohol, adicionar 0.5 ml de acido acético al 10% por cada 100 ml de

solucion.
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B.2.1.10 SOLUCION DE VIOLETA DE CRESILQ AL 0.1%.

Violeta de cresilo 01g
Agua destilada 100 ml
Después de preparada, se adiciona 10 gotas de acido acético glacial posteriormente se filtra y

ya queda lista para usarse (no requiere calentamiento).

B.2.1.11 SOLUCION DE CARBONATO DE LITIO AL 0.05% (solucion diferenciadora).

Carbonato de litio 0.05%
Agua destilada 100ml
B.2.1.12 SOLUCION DE ALCOHOL AL 70%.

Alcohol etilico absoluto 70 ml

Agua destilada 30 mi

B.2.2 SOLUCIONES PARA INMUNOHISTOQUIMICA.

La técnica de TUNEL se determing utilizando el Kid TACS™ 2 TdT In situ Apoptosis Detection

de Trevigen®, las soluciones marcadas con * se deben de preparar no mas de treinta minutos
antes de usarse.

* B.2.2.1 Solucion de proteinasa K (para cuatro muestras).

Agua desionizada 200 pl
Proteinasa K 4l

* B.2.2.2 Solucidn blogqueadora.

Metanol 45 ml.
Peroxido de hidrégeno 5ml

B.2.2.3 Solucion de Buffer de marcaje TdT 1X.
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Buffer TdT 10X 5 ml
Agua destilada 45 ml

Usar 50 ml de Buffer TdT 1X para procesar de una a diez muestras, separe una alicuota de 50ul

por muestra para preparar la mezcla de reaccion de marcaje y almacenar en hielo.

B.2.2.4 Mezcla de reaccion de marcaje.

Descongelar la mezcla de TdT dNTP a temperatura ambiente, y colocarla en hielo para
mantener la actividad 6ptima de la enzima, sacar del refrigerador el tubo de la enzima solo el
tiempo necesario para tomar el volumen y mantener la mezcla en hielo.

Preparar 50ul por muestra de la manera siguiente:

2 MUESTRAS 4 MUESTRAS 10 MUESTRAS
Mezcla de TdT dNTP 2l 4l 10 ul
Stock catiénica 50X 2 ul 4 ul 10 ul
Enzima TdT 2l 4yl 10 pl
Buffer de marcaje TdT 1X 100 pl 200 pl 500 pl
B.2.2.5 Buffer Stop TdT 1X.
Buffer stop TdT 1X 5ml
Agua destiladada 45 ml

Usar 50 ml de Buffer stop TdT 1X para procesar de una a diez muestras. Almacenar a
temperatura ambiente.

* B.2.2.6 Solucion Strep - HRP.

2 MUESTRAS 4 MUESTRAS 10 MUESTRAS

PBS 1X 100 pL 200 pL 500 ulL
Strep—HRP 2pL 4l 10 uL
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Usar 50 uL solucién Strep — HRP por muestra. Almacenar la solucion a temperatura ambiente.

* B.2.2.7 Solucion de DAB.

PBS 1X 50 ml
DAB 250 pL
Peréxido de hidrogeno al 30%. 50 pL

Descongelar DAB a 37°C. Almacene a temperatura ambiente, no en hielo. Preparar la solucion
no mas de 30 minutos antes de usarla. Usar 5¢ ml de Ia solucion de DAB para procesar de una
a diez muestras.

B.2.2.8 Verde de metilo al 1%

Verde de metilo 1049
Agua destilada 100 mi

Este reactivo ya viene preparado en el Kid. Puede re-usarse, almacene en recipiente cerrado, si
precipita filtre. También puede ser preparado.

B.2.2.9 Para correr el control positivo.

TACS - Nucleasa y Buffer.

Buffer de marcaje TdT 1X 50 pl
Mezcla de TdT dNTP 1l
Stock Catidnica 50 X 1
Enzima TdT 2l
TACS — Nucleasa 1l

B.2.2.10 Para correr el control negativo.

Preparar la mezcla igual que para el control positivo omitiendo la enzima TdT, por agua milli-Q.

B.2.3 SOLUCIONES PARA MICROSCOPIA DE ELECTRONICA.

B.2.3.1 Fijador de Karnovsky-ito

Solucion madre.
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Paraformaldehido 16 g

Agua ultrapura 400 ml

Calentar cerca del punto de ebullicion y agregar unas gotas de hidréxido de sodio, para quitar la
turbidez.

Solucion de trabajo.

Solucion Madre 400 ml
Buffer de cacodilatos 0.1 M 400 ml
Glutaraldehido 25% 32 ml

Acido picrico 008g

B.2.3.2 Fijador de tetradxido de osmio al 2%.
tetradxido de osmia 1.0g

Buffer de cacodilatocs 0.1 MapH7.2-74 50 ml

B.2.3.3 Buffer de cacodilatos 0.1 M

Solucion A

Cacodilato de sodic 428¢
Agua ultrapura 100 ml
Solucion B

Acido clorhidrico concentrado 0.5 ml
Agua ultrapura 25 m|

Solucién de trabajo

Solucion A 100 ml
Solucién B 5.4 ml
Aforar a 200 m| con agua ultrapura y ajustar el pHa 7.2 -7 4.

B.2.3.4 Preparacion de la mezcla de resinas epoxicas.

DDSA 4.3 ml
Resina 4.34 ml
NMA 1.4 ml

DMP-30 0.2 ml
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APENDICE C

C.1 METODO INMUNOHISTOQUIMICO PARA DETECTAR LA FRAGMENTACION DE LA
CROMATINA UTILIZANDO LA TECNICA DE TUNEL.

La técnica de TUNEL se lievd a cabo utilizando el kit TACS™ 2 TdT in Situ Apoptosis Detection
de Trevigen® para muestras fijadas con formaldehido al 4 %, embebidas en parafina y cortes
de 7 pm.

La fragmentacion del DNA se detecté anadiendo dUTPs marcados en los extremos 3'OH libres
del DNA mediante la enzima deoxinucleotidil transferasa terminal (TDT) y posteriormente
reconocidos por un anticuerpo antidigaxigenina unido a peroxidasa, la positividad se identifico
con H,0,-diaminobencidina observando una coloracion marrén oscuro en los nicleos positivos

o bien verde claro (tincion de contraste: verde de metilo) en los nicleos negativos para esta
tecnica.

C.1.1 CONTROLES PARA LA TECNICA;

Control positivo: Los cortes fueron tratados con nucleasa para inducir la fragmentacion del DNA.
Control negativo: Se empled agua destilada en lugar de la enzima TDT.

C.1.2 PROCEDIMIENTO

Para tejido fijado con formaldehido al 4 % y embebido en parafina, y en cortes de 7 pm.

l.- DESPARAFINAR:

1.- Colocar los cortes en estufa a §7°C, cinco minutos.

2.- Pasar cortes a 2 cambios de xilol cinco minutos c/u.

3.- Hidratar en alcoholes graduales 100%, 95 % y 70%, cinco minutos c/u.
4.- Sumergir en PBS 1 X, dos cambios cinco minutos c/u.
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Nota: No permita que los cortes se sequen.

Il.- PROTOCOLO DEL KIT
1.- Sumergir las muestras en PBS 1 X diez minutos a temperatura ambiente.
* Secar cuidadosamente alrededor de la muestra.
2 .- Cubrir con 50 yL/muestra de solucion de proteinasa K, incubar de 15 a 30 minutos. a 37°C.
3.- Lavar dos veces en agua desionizada dos minutos c/u.
4.- Sumergir las muestras en salucion bloqueadora por cinco minutos (no mas) a temperatura
ambiente.
5.- Lavar las muestras en PBS 1 X, un minuto.
6.- Sumerdgir en Buffer TDT 1 X, ¢inco minutos.
7.- Cubrir la muestra con 50 pL de mezcla de reaccién de marcaje e incubar de 30 a 60 minutos.
a 37°C en camara humeda.
8.- Sumergir en Buffer Stop TDT 1 X, cinco minutos a temperatura ambiente.
9.- Lavar dos veces en PBS 1X dos minutos c/u a temperatura ambiente.
10.- Cubrir la muestra con 50 pL de solucion Strep-HRP e incubar 10 minutos. 37 °C
11.- Lavar dos veces en PBS 1X dos minutos c/u.
12.- Sumergir en solucién de DAB de dos a siete minutos.
13.- Lavar en varios cambios de agua desionizada dos minutos c/u.

lll.- CONTRATINCION:
1.- Sumergir las muestras en agua desionizada por dos minutos.
2.- Sumergir las muestras de cinco segundos a cinco minutos en verde de metilo.
3.- Lavar las muestras subsecuentmente sumergiéndolas 10 veces en cada uno:
- Agua desionizada.
- Etanol 70 %, 2 cambios.
- Etanol 95 %, 2 cambios.
- Etanol 100 %, 2 cambios.
- Xilol 2 cambios.
4.- Limpie el exceso de xilol
5.- Montar y almacenar en oscuridad.
6. Observar al microscopio de luz.
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Biografia:

Datos personales: Nacida en San Luis Potosi S.L.P. México El 19 de enero de 1956. Hija del
ganadero de reses bravas Salvador Santoyo Morales y Maria Dolores Pérez Lamas.

Estado Civil. Casada.

Nombre de mi esposo. Lic. Lino Agundis Rodriguez.

Nombre de mi hija. Martha Eugenia Agundis Santoyo.

Escolaridad:

Los estudios de primaria, secundaria y preparatoria fueron realizados en el Instituto Hispano
Inglés. Obtuvo el grado de Quimico Farmacobioélogo, en Facultad de Ciencias Qimicas de la
UASLP, con la tesis titulada " Quimica y metabolismo de carbohidratos” en 1979. El grado de
Maestria en Ciencias con especialidad en Morfolagia, en la Facultad de Medicina de la UANL
con la tesis titulada “ Efectos de la peroxisomicina A1 sobre el higado de raton tratado con
clofibrato” en el 2002.

Experiencia Profesional. Realiz0 el servicio social en el {aboratorio farmacéutico “Codex, en el
area de control de calidad. Desde 1981 hasta la fecha adscrita a la planta del personal docente
de la Facuitad de Medicina de la UASLP, en el departamento de Ciencias Morfoldgicas;
impartiendo la materia de “Histologia y su laboratorio” a los alumnos de pregrado de ia
licenciatura de MCP, desde 1986.y hasta la fecha. A partir del 2002, y hasta la fecha, profesor
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adjunto en curso de “Embriologia y su laboratorio” esta materia se imparte a los alumnos de
pregrado de la licenciatura de MCP.

Participacién y asistencia en el congreso “International Symposim on Morphological
Sciences” realizado en Timisoara, Romania, en el 2002 con el trabajo titulado “Clofibrate
pretreatment protects against liver damage caused by peroxisomicine A1” (plant toxin t-514)
Participacion y asistencia en el congreso internacional “The American Society for Cell
Biology” realizado en San Francisco Cal., en el 2003 con el trabajo titulado “Clofibrate Protects
Liver Damage Caused by Peroxisomicina A1"

Participacion y asistencia al “First International Congreso of Histology and Tissue
Engineering” celebrado en Alcala de Henares, Madrid, Espafa en el 2005, con el trabajo
titulado “Morphological Alterations in the Rat Brain Associated to Subchronic Arsenic Exposure”
este trahajo obtuvo un premio a la “Mejor Comunicacion en Poster”,

Participacion y asistencia en el XXI Congreso Nacional de Anatomia *“ Dr. Abundio Estrada
Aranda” realizado en San Luis Potosi, en el 2006 con el trabajo titulado “ Evaluacion del efecto
de la administracién transplacentaria y postnatal de arsénico sobre el cuerpo estriado de la rata”
Reconocimientos: Das reconocimientos como mejor alumna del posgrado de Maestria en
Ciencias con especialidad en Morfologia en el periodo 1998-2000. Reconocimiento Nacional
como alumna distinguida en el posgrado de Maestria en Ciencias con especialidad en
Morfologia en el evento “Los Mejores Estudiantes de México” en el afio 2002.
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ASCB 2003 Late Abstracts

Analysis of Neu5Ge content in common foods shows that NeuSGe is
rare in poultry and fish, common in milk products, and enriched in red
meats. In addition, normal humans were shown to have variable
amounts of circulating igA, IgM, and IgG antibodies against NeuSGe,
with the highest levels comparable to the high titer anti-a-galactose
xenoreactive antibodies. This is the first known example wherein
humans absorb and incorporate a non-human dictary component
enriched in foods of mammalian origin while generating xenoreactive,
and potentially autoreactive antibodies against the same molecule.
Thus, the potential consequences of the incorporation of this
immunoreactive molecule pertaining to human disease should be
investigated.
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Clofibrate Protects Liver Damage Caused by Peroxisomicine A-1

J. Sepulveda-Saavedra," M. Santoyo-Perez,> M. Moreno-Smith? : ¢
Histologia, Universidad Autonoma de Nuevo Leon, Monterrey,
Mexico, ? Ciencias Morfologicas, Universidad Autonoma de San Luis
Potosi, San Luis Potosi, Mexico, * Farmacologia y Toxicologia,
Universidad Autonoma de Nuevo Leon, Monterrey, Mexico

Toxin T-514 is one of the toxic products extracted from plants of genus
karwinskia. Accidental ingestion of these fruits cause neuropathy both
in animals and humans. Experimental animals intoxicated with T-414
present severe liver, lung and kidney damage. Morphometric studies
have shown that in the liver of intoxicated mice, rats and monkeys there
is a diminution of peroxisomal number In methylotrophic yeast T-514
cause imeversible damage to' the peroxisomal membrane, thus T-514
was renamed peroxisomicin Al1(PAI) Clofibrate is a hypolipidemic
drug and induces peroxisomal proliferation in the liver of rodents
Recently, it has been reported that clofibrate protects the liver aganst
damage by a variety of chemical agents. Thus we considered of interest
to investigale il clofibrate might have the same effect in the
intoxication caused by PAI After pre-treatmemt for 10 days with
clofibrate, micc received a single ip.dosis of PAlL. Control groups
received separately only vehicle pre-treatment -and PAl or only
vehicle Histalogical and ultrastructural evaluation of the liver was
performed as well as the evaluation of catalase acuvity wm hvew
homogenates In serum aspartate and amnouansferase activity was
determined  The control goup of Clofibrate pretreatmentonly, induced
peroxisomal proliferation; whereas animals treated with PAl only,
showed abundant lipid deposits autophagic bodies and preapototic
changes in mitochondna and apoptouc bodies Clofibrate pretreatment
dimished lipid deposition and cytotoxic effects.There is a 50%
reduction of the cytolytic effects indicated by aminotransferases serum
levels However ciofibrate does not protect the liver against
apoptosissince it 1s also present i animales pre-treated with this
compound.These results indicate that PAIl causes apoptosis and
cytotoxic effect by diferent pathways.
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Dietary Modulation of Enterocyte Redox Potential

W L Diehl-Jones.' J Friel? D A Askm,” V Shirwardkas,” P Appah?
;! Faculty of Nursing and Department of Zoology, University of
Manitoba. Winnipeg, MB. Canada. * Department of Human Nutritional
Sciences. University of Manitoba, Winnipeg, MB, Canada, * Faculty of
Nursmg and Department of Pediatrics, University of Manitoba,
Winnipeg, MB, Canada

Intracellular redox potential is 2 key regulator of cell function The
intestinal epithefium is subject to free radical mjury from both lumnal
and systemic sources. We investigated the effects of dietary
supplements commonly added to infant formulas on oxidative stress in
both human breast milk and in two enterocyte cell lines: Caco-2BBE, a
human colonic cancer line, and FHS 74 Int, a primary infant small
intestine culture. Iron and vitamin supplementation of human breast
milk induced formation of hydroperoxides in milk, as measured by the
FOX and TBARS assays, and caused complementary changes in
diennes, an intermediate lipid peroxidation product. Co-incubation with
iron and vitamin C had a synergistic effect on hydroperoxide formation
in milk. These effects were abolished by the addition on exogenous
superoxide dismutase. Iron and vitamin supplements also induced
oxidative stress in both cell lines, as measured by the free radical probe
CM-H2DCFDA. Immunocytochemistry with 2 monoclonal antibody to
8-hydroxy-2'-deoxyguanosine, an oxidized nucleotide commonly used
as a marker of oxidative stress, revealed significant DNA damage in
enterocytes. Our results indicate that iron and vitamin supplementation,

while necessary for optimal growth of the premature infant, can
increasc oxidative stress in cultured enterocytes, which may in turn
contribute in vivo to inflammatory processes affecting the newbom,
such as necrotizing enterocolitis Our data also illustrate differences in
the antioxidant potential of the exwracellular (milk) matrix versus the
cytoplasmic matrix.
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Embryonic pulmonary vascular development is regulated by
balanced expression of VEGF receptors, Flk-1 and Flt-1

Y. Yamamoto,' I. Shiraishi,? K. Hamaoka,? T. Takamatsu' ; *
Deparunent of Pathology and Cell Regulationt, Kyoto Prefectural
University of Medicine, Graduate School of Medical Science, Kyoto,
Japan, ? Department of Pediatric Cardiology and Nephrology2, Kyoto
Prefectural University of Medicine, Graduate School of Medical
Science, Kyoto, Japan

Backgrounds: A VEGF receptor Flk-1 promotes development of
vascular endothelial cells while another receptor Flt-1 inhibits it as a
“decoy”. It is uncertain how VEGF-Flk-1 and VEGF-Fli-1 signals play
a role during development of embryonic pulmonary vasculature.
Methods: Embryonic mouse lungs (ES9.5-E18.5) were stained with
PECAM-1, VEGF, Flk-1, and Fli-1 antibodies. Cell proliferation was
studied by using BrdU. Fetal lung explants (EL1.5) were treated with
antisense oligonucleotides complementary to Flk-1 or Fit-1 mRNA.
Results: The deyelopmental stages of pulmonary vasculature are, stage
I: intial pulmonary vasculogenesis, stage [1 formation of pulmonary
vascular networks, stage lII; pulmonary vascular remodeling, stage IV:
formation of alveolar system. At stage 1, Flk-1-positive vascular
endothelial progenitor cells appeared. At stage 11, PECAM-1-positive
vascular endothelial cells appeared and encircled VEGF-positive
bronchial epithelial cells. After stage Ill, a small number of Flt-1-
positive endothelial cells appeared. Vascular endothelial cells actively
proliferated during stages | and [I but less acuve atter stage Il in spite
of abundant VEGF expression. Iphibition of Flk-1 by antisense
oligonucleotides .impaired vascular intensity and branching, while
inhibition of Fit-1 increased endothelial cell remodeling Conclusion:
Embryonic pulmonary vascular endothelial cells develop in association
with bronchial and pulmonary epithelial cells via VEGF signal
Pulmonary vasculogeneis is regulated by VEGF-FIk-1 signal, while
pulmonary angiogenesis is regulated by balance of VEGF-FIk-1 and
VEGF-Flt-1 signals
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Adenosine A; Receptors on Human Eesinophils are Positively
Coupled to Adenylyl Cyclase

C 1 kzeamuzie. E Philips, Dept of Pharmacology, Kuwait University,

Kuwait City, Kuwait

The adenosine Ay receptors are believed to be negatively coupled to
adenylyl cyclase (AC) in most systems but their seported mediation of
anu-inflammatory effect in human eosinophils prompted us to
investigate their coupling to AC in these cells The A; receptor agonists
N®~(3-indobenzyl)-5'-N-ethylcarboxamidoadenosine  (IB-MECA) and
chloro-IB-MECA caused a concentration-dependent generation of
intracellular cAMP. Adenosine and the Azareceptor agonists 2-[(2[4-2-
carboxyethyl)phenyljamino]-N-ethylcarboxanidoadenosine (CGS
21680), but not the A; agomst N-cyclopentyladenosine (CPA), werc
aiso effective. Both B-MECA (ECsx 154 uM) and CI-IB-MECA
(ECs = 1.8 uM) were more potent than CGS 21680 (ECs = 5.4 uM)
and adenosine (ECs, = 192 uM). The effect of IB-MECA, but not
CGS21680 or histamine, was significantly antagonized by the Aj-
selective antagonist 9-chloro-2-(2-furyl)-5-
phenylacetylamino{1,2,4 rizolo[1,5-c]quinazoline (MRS 1220) (2.5
uM) but not the A, and A; antagonists DMPX (2 S uM) and DPCPX
(2.5 uM), respectively. In all cases, the cAMP response was additive to
that produced by forskolin (10 uM). No inhibitior of forskolin-induced
c¢AMP response was seen at al) concentrations of [B-MECA tested. The
results show that in human eosinophils, A; receptors may be positively,
rather than negatively, coupled to the AC system. This effect may
represent the hitherto unknown mechanism of Aj-mediated anti-
inflammatory effect in human eosimophils This work was supported by
grani # MR 02/01 from Research Administration, Kuwait University
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XXI CONGRESO NACIONAL DE ANATOMIA
“DR. ABUNDIO ESTRADA ARANDA”

18 AL 21 pe OCTUBRE DEL 2006. SAN LUIS POTOSI, S.L.P., MEXICO.
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L3 Mejores Estudiantes
pe Meéxico, .G

Diploma

e considenacion de habernse

en el ane de 2002

Wirico, D. 7. a 25 de vowcembre de 2002
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ING. JAIME PARADA AVILA
Orecior General

Diano df Mexico

LIC FEDER

Presi
Inghrtu exicafo ujtura
R. JUAN GONZALEZ'A ALPUCHE

Secretano Gengral

C joro Nacional Acadi > de )2 Insutucion

LS. N ...—/{ -—
MTRO CARLOS PALLAN FIGUEROA
Migmbro dei Comité Nacsonal Permanente de la
Institucidn
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MTRO JORGE LUIS IBARRA MENODIVIL
Secretanc Genera)

Sociedad Mexicana de Geogratic
y Eaxtadistca

ING. JOEL JEALINAS
nte.

YT
UEDA DE LEOWSANCHEZ
OorJinador Geqeral ATCNALCYT










