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Resumen

El arsénico (iAs) y el fldor (F) son dos de los contaminantes inorganicos
MAas importantes que se encuentran omnipresentes en el medio ambiente. En
numerosos paises del mundo, entre ellos Argentina, existe una amplia franja
poblacional susceptible a enfermedades como consecuencia de la exposicion a
estos elementos a través del consumo de agua.
Cuando dos toxicos diferentes son absorbidos en el cuerpo humano, pueden
ejercer su accién en forma independiente, sinérgica, antagénica e incluso, su
combinacioén, puede producir efectos nuevos. En la literatura existen numerosas
publicaciones que hacen referencia a la toxicidad individual de iAs y F, sin
embargo, existe escasa informacion con respecto a los efectos ocasionados
como consecuencia de la co-exposicion.
En este trabajo de tesis, nuestro objetivo fue investigar los efectos neurotéxicos
provocados por la co-exposicion de iAs/F en crias de ratas expuestas durante la
gestacion y la lactancia. Las ratas Wistar fueron expuestas a una combinacién
de 0.05 mg/L de iAs y 5 mg/L de F (Combinaciéon A), o a una combinacién de
0.10 mg/L iAs y 10 mg/L F (Combinacion B). Se utilizaron crias de 45 y 90 dias
de edad, evaluandose la funcionalidad del sistema nervioso central (SNC) a nivel
neuromotor, sensorial y autondmico mediante una bateria de observaciones
funcionales (BOF). También se estudid la actividad locomotora, la ansiedad,
diferentes tipos de memoria y el comportamiento depresivo. Posteriormente, se
realizaron diferentes estudios neuroquimicos, determinando los niveles de
catalasa (CAT), transaminasas, tioles totales (SH’), fosfatasa alcalina (ALP) y

acetilcolinesterasa (AChE) en diferentes &reas cerebrales [corteza prefrontal

(CPF), cuerpo estriado (CPu) e hipocampo (HPC)], con el fin de poder dilucidar




los posibles mecanismos moleculares involucrados en los trastornos
neuroconductuales.

Los resultados obtenidos demostraron que la co-exposicién de iAs/F realizada
durante la gestacion y la lactancia produce en las crias, un retraso en la madurez
de los reflejos sensoriomotores y una disminucion en la respuesta del reflejo
nociceptivo. En las crias de 45 dias se observo un efecto bifésico en la actividad
locomotora de las hembras, disminucion de la ansiedad, disminuciéon de la
memoria de corta y de larga duracion (MCD y MLD) en ambos sexos y un efecto
depresivo en las crias hembra. En las crias de 90 dias, la co-exposicion provoco
un aumento en la actividad locomotora, disminucion de la ansiedad, disminucién
en la MCD, MLD y en la memoria de reconocimiento, y un efecto depresivo en
las hembras.

Al realizar las determinaciones neuroquimicas, se observé un aumento
del estrés oxidativo, manifestado por una disminucién de la actividad catalasica y
tioles totales, diversas alteraciones en las enzimas que participan en la via
glutamatérgica (AST y ALT) y una disminucién en la actividad de AChE en las
crias, que depende de la edad, el sexo y la combinacién utilzada.

Debido a que estos dos elementos se encuentran generalmente en forma
conjunta, y que la poblacién se encuentra expuesta a esta combinacion, se
consider6 muy relevante iniciar este estudio para realizar una adecuada
evaluacién de riesgo sobre la poblacion expuesta. Dicha informacién puede
contribuir finalmente al establecimiento de limites maximos permitidos en aguas

de consumo, cuidando la salud de la poblacién.




ABSTRACT




Abstract

Arsenic (iAs) and fluoride (F) are two of the most important inorganic
pollutants that are ubiquitous in the environment. In numerous countries around
the world, including Argentina, there is a wide segment of the population
susceptible to diseases as a result of exposure to these elements through water
consumption.
When two different toxins are absorbed in the human body, they can exert their
action independently or in a synergistic or antagonistic way, and even their
combination can produce new effects. In the literature there are numerous
publications that refer to the individual toxicity of iAs and F, however, there is little
information regarding the effects caused as a consequence of the co-exposure.
In this thesis work, our objective was to investigate the neurotoxic effects caused
by co-exposure of iAs/F in rat offspring exposed during gestation and lactation.
Wistar rats were exposed to a combination of 0.05 mg/L iAs and 5 mg/L F
(Combination A), or to a combination of 0.10 mg/L iAs and 10 mg/L F
(Combination B). Pups of 45 and 90 days of age were used, evaluating the
functionality of the central nervous system (CNS) at the neuromotor, sensory and
autonomic levels through Functional observational battery (BOF). Locomotor
activity, anxiety, different types of memory and depressive behavior were also
studied. Subsequently, different neurochemical studies were performed,
determining the levels of catalase (CAT), transaminases, total thiols (SH-),
alkaline phosphatase (ALP) and acetylcholinesterase (AChE) in different brain
areas [prefrontal cortex (PFC), striatum (CPu) and hippocampus (HPC)], in order
to elucidate the possible molecular mechanisms involved in neurobehavioral
disorders.
The results obtained demonstrated that the co-exposure of iAs/F carried out

during pregnancy and lactation produces in the offspring a delay in the maturity of
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sensorimotor reflexes and a decrease in the response of the nociceptive reflex. In
45-day-old offspring, a biphasic effect was observed in the locomotor activity of
females, a decrease in anxiety, a decrease in short- and long-term memory
(MCD and MLD) in both sexes, and a depressive effect in female offspring in the
forced swim test. In 90-day-old offspring, co-exposure caused an increase in
locomotor activity, a decrease in anxiety, a decrease in MCD, MLD and
recognition memory, and a depressive effect in females.

When performing neurochemical determinations, an increase in oxidative stress
was observed, manifested by a decrease in catalase activity and total thiols,
various alterations in the enzymes that participate in the glutamatergic pathway
(AST and ALT) and a decrease in AChE activity in offspring, which depends on
age, sex and the combination used.

Because these two elements are generally found together, and that the
population is exposed to this combination, it was considered very relevant to
initiate this study to carry out an adequate risk assessment on the exposed
population. This information can ultimately contribute to the establishment of
maximum limits allowed in drinking water, taking care of the health of the

population.
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1. Introduccion

La toxicologia alimentaria es el area que estudia la deteccion de
sustancias toxicas presentes en los alimentos y en el agua de bebida, sus
propiedades, la toxicocinética, la toxicodindmica y los efectos adversos para la
salud, entre otros. Los téxicos en los alimentos pueden estar presentes
naturalmente, formarse durante el procesamiento y el almacenamiento, llegar a
través del ambiente o por la intervencién del ser humano. Mas del 50% de la
poblacion mundial utiliza el agua subterrdnea como fuente de bebida para
diferentes propdsitos hogarefios (Jadhav y col., 2015), sin embargo, la presencia
de contaminantes naturales puede comprometer su calidad. El arsénico
inorganico (iAs) y el flior (F) en su forma idnica, son reconocidos dentro de los
contaminantes mas importantes y de mayor relevancia en la salud publica
(Lindberg y col., 2006; OMS, 2017).

El iAs es un metaloide que se presenta en forma natural en toda la
corteza terrestre. Dentro de sus formas, seguin las condiciones
oxidantes/reductoras y el pH del medio, se lo encuentra principalmente como
arsénico inorganico trivalente (iAslll) y arsénico inorganico pentavalente (iIAsV),
siendo estas especies consideradas mundialmente tdoxicas para la salud
humana. Naturalmente se encuentra en el suelo, el agua, las rocas, el aire y los
alimentos (Gomez Caminero y col., 2001).

El F es el decimotercer elemento més abundante de la corteza terrestre,
se encuentra dentro de la familia de los halégenos y entre las propiedades
guimicas mas importantes podemos mencionar su alta electronegatividad y
reactividad. Forma parte de la composicién de algunos minerales y sus sales
inorganicas estan presentes naturalmente en el suelo, el agua y los alimentos.
Diversas actividades agricolas e industriales (uso de plaguicidas, ceramica,

guema de carbdn, vidrio, catalizadores, etc.) contribuyen a sus altas
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concentraciones en el medio ambiente. Dado que es un elemento esencial para
el desarrollo de los dientes y huesos, en algunos paises se afiade al agua
potable o a la sal para proteger a la poblacion de las caries dentales, pero su
exposicion a concentraciones mas altas que las permitidas puede ocasionar
toxicidad (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2017).

Numerosos estudios cientificos hacen referencia a la presencia de iAs 'y F
en diferentes concentraciones y en diferentes acuiferos, entre ellos Asia, Africa y
Latinoamérica (NRC, 2006; Dutta, 2013; Yang y col., 2013), sin embargo, son
escasas las investigaciones que hacen referencia a la coexistencia de estos
elementos en el agua de bebida, como asi también los efectos que producen
sobre la salud (Chouhan and Flora, 2010; Rosso y col., 2011; Nicolli y col., 2012;

Alarcon Herrera y col., 2013; Gonzélez Horta y col., 2015).

1.1 Niveles permitidos de Asy F

En Argentina, existen muchos cursos hidricos superficiales vy
subterraneos que poseen niveles de iAs y F mayores a los permitidos por el
Cddigo Alimentario Argentino (CAA) y la OMS, en particular los situados en las
provincias que integran la region Chaco-Pampeana. Muchos de éstos son
utilizados para consumo humano, por lo tanto en las zonas afectadas, la
poblacion es susceptible a distintas enfermedades de origen hidrico (Esposito y
col., 2013; Villaamil Lepori, E. C., 2015).

En su dltima version de las Guias de Calidad de Agua para consumo
humano, la OMS establece como valor orientativo que la concentracion maxima
permitida de As es 0.01mg/L, debido a la incertidumbre cientifica existente sobre
los riesgos a bajas concentraciones y las dificultades practicas para conseguir su

eliminacion hasta esos niveles (OMS, 2017).
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En nuestro pais, el CAA establece lo siguiente: “La autoridad sanitaria
competente podra admitir valores distintos, si la composicion normal del agua de
la zona y la imposibilidad de aplicar tecnologias de correccion lo hicieran
necesario. En aquellas regiones del pais con suelos de alto contenido de
arseénico, la autoridad sanitaria competente podra admitir valores mayores a 0.01
mg/L con un limite maximo de 0.05 mg/L cuando la composicién normal del agua
de la zona y la imposibilidad de aplicar tecnologias de correccion lo hicieran
necesario; ello hasta contar con los resultados del estudio Hidroarsenicismo y
Saneamiento Basico en la Republica Argentina - Estudios basicos para el
establecimiento de criterios y prioridades sanitarias en cobertura y calidad de
aguas (CAA, 2021)”. Dicho estudio consiste en realizar una evaluacion
epidemioldgica del impacto sanitario del consumo de aguas arsenicales en
poblaciones de todo el pais.

En el caso del F, la OMS establece en la Guias de Calidad del Agua un
valor de 1.5 mg/L, mientras que la cantidad maxima permitida por el CAA en
agua destinada a consumo, esti establecida en funcién de la temperatura
promedio de la zona y teniendo en cuenta el consumo diario del agua de bebida,
estableciéndose como limites inferiores y superiores a 0.6 y 1.7 mg/L,

respectivamente.

1.2 Toxicocinética y toxicodinamia del iAs

La principal fuente de exposicidén a iAs es el uso de agua contaminada
para diferentes propdsitos domésticos, siendo la via digestiva la principal ruta de
absorcion. El iAs, tanto en su forma pentavalente como trivalente, se absorbe en
el tracto gastrointestinal (80% a 90%), distribuyéndose posteriormente en
diferentes tejidos. Para ingresar a la célula, el iAslll utiliza acuaporinas 3 y 10,

polipéptidos transportadores de aniones orgénicos, transportador de glucosa
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dependiente de sodio y la via paracelular (Calatayud y col., 2012), mientras que
el iIAsV es absorbido a través de transportadores de fosfato.

En su metabolismo hepético, el iAsV puede reducirse a iAslll, seguido de
una serie de reacciones de metilacibn y conjugacion, produciéndose la
reoxidacion de iAslll a iAsV en algunas de ellas. Las especies trivalentes son
mas citotdxicas, mas genotdxicas y mas potentes inhibidores enziméticos en
comparacion con las pentavalentes (Thomas y col., 2001). Histéricamente, se ha
considerado que los metabolitos metilados presentan una menor toxicidad y
reactividad que el iAs, pero diversas investigaciones refieren que los
intermediarios  metabdlicos  metilados trivalentes, como el &cido
monometilarsenioso (MMAIIl) y el &cido dimetilarsenioso (DMAIII), son mas
citotoxicos que iAslll, iAsV, el acido monometilarsénico (MMAV) y el acido
dimetilarsinico (DMAV) (Styblo y col., 1999, 2000; Petrick y col., 2001; Dopp y
col., 2004; Hall y Gamble, 2012; Zamora y col., 2014).

La principal ruta de eliminacién de los compuestos arsenicales en sus
formas trivalentes y pentavalentes es a través de la via renal.

Con respecto a la toxicodinamia, existen numerosas lineas de
investigacion que hacen referencia a los mecanismos de toxicidad del iAs a
distintos niveles (moleculares, subcelulares, celulares, tisulares, organicos,
sistémicos y los asociados a carcinogénesis (Olmos y col., 2018).

El arsenito y los intermediarios metabdlicos trivalentes, inhiben alrededor de 200
proteinas y enzimas, entre ellas la glutatiéon reductasa (GR), la tiorredoxina, la
tiorredoxina reductasa, las enzimas reparadoras de ADN (acido
desoxirribonucleico), las ADN ligasas, y la piruvato kinasa (Hughes 2002; Shen y
col., 2013; Kim y Kim, 2015). Esta inhibiciébn se produce por union del iAs a
grupos sulfhidrilos de cisteinas localizadas en las estructuras proteicas, a sitios

activos enzimaticos o por union a cofactores enzimaticos ditidlicos.
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El arseniato puede sustituir al fosfato en muchas reacciones bioquimicas,
uniéndose a grupos hidroxilos y dar como resultado ésteres de arseniato, que
son mas labiles y se hidrolizan més facilmente (Hughes y col., 2011).
Adicionalmente, el arseniato se une a la adenosina difosfato (ADP) para formar
el ADP-arseniato, desacoplando la fosforilacion oxidativa y alterando la
produccion de adenosina trifosfato (ATP) en las mitocondrias. Este mecanismo
es conocido como arsendlisis y puede ocurrir también durante la glucdlisis
(Chouhan y Flora, 2010). Por lo tanto, el iAsV pueden causar toxicidad por
ocasionar alteraciones en el metabolismo de los hidratos de carbono, falla
energética y disfuncién mitocondrial.

El iAs esta implicado también en la produccién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) o en la inhibicion de distintas enzimas antioxidantes del
organismo. Las ROS son producidas como consecuencia del metabolismo
aerobico fisiolégico normal celular, siendo las més representativas los aniones
superoxido (O*-), los radicales hidroxilo (OHe¢) y el peroxido de hidrégeno
(H20,). Las acciones protectoras contra las ROS son llevadas a cabo por
diversas enzimas (superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa) y
también por compuestos no enzimaticos (vitamina E, ascorbato, glutation,
transferrina, ceruloplasmina, etc.). A niveles fisiolégicos, las ROS son
moduladores cruciales de las funciones celulares, participando en las vias de
sefializacién celular, la induccion de la respuesta mitogénica y la defensa contra
agentes infecciosos, pero ante situaciones de dafio o envejecimiento, se produce
un aumento de la formacion de las ROS, alterando la funcién celular,
promoviendo el dafio en lipidos, &cidos nucleicos y proteinas e induciendo
apoptosis (Singh y col., 2011; Olsen y col., 2013; Prakash y col., 2015). Este

desbalance entre la produccién de las ROS y los sistemas de defensas
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antioxidantes en los sistemas ocasiona un estado conocido como estrés
oxidativo (Lu y col., 2014; Forman, 2016).

El mecanismo de formacién de ROS ocasionado por el iAs no esta
totalmente esclarecido, podria tratarse de un mecanismo directo de induccién de
peroxidacion lipidica por parte del arsenito o de sus intermediarios metabdlicos,
también podria generarse como consecuencia de la inhibicion de la actividad de
enzimas como la GR vy la tiorredoxina reductasa, o debido a la estimulacion de
las enzimas NADH o NADPH oxidasas (Flora, 2011; Hughes y col., 2011,
Jomova y col., 2011). Existen otros mecanismos que postulan esta formacion de
ROS, como la liberacion del hierro de la ferritina por parte del iAs o de algunos
de sus intermediarios metabdlicos, la oxidacibn de arsenito a arseniato, 0
mecanismos secundarios a la citotoxicidad inducida (Ahmad y col., 2000; Del
Razo y col., 2001; Hughes y col., 2002; Wei y col., 2005).

Con respecto a los mecanismos que ejercen su accioén a nivel neuronal,
se encuentran los que alteran el metabolismo de los neurotransmisores
(dopamina [DA], norepinefrina [NE], serotonina [5-HT]) y acido y-aminobutirico
[GABA]) y los que actian sobre sus respectivos receptores, provocando
disfunciones neuroconductuales en la locomocion, la ansiedad y la memoria,
entre otras (Rodriguez y col., 2003).

Se ha demostrado que el iAs estd involucrado en mecanismos
epigenéticos. La biotransformacion del iAs realizada por las metiltransferasas y
la recuperacion de grupos sulfhidrilos para mantener una adecuada capacidad
de amortiguacion redox, consume SAM (S-Adenosil metionina). La SAM es
requerida también para los cambios dependientes de metilacién tales como la
metilaciéon del ADN y la modificacion de histonas. Por lo tanto, la exposicion
al iAs afecta el control epigenético de los genes de expresién por la reduccién o

agotamiento de los niveles de SAM (Martinez y col., 2011; Rojas y col., 2015).
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Por otro lado, si bien la Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC)
incluye al iAs en el Grupo 1, dentro de los agentes carcinégenos para los seres
humanos IARC (IARC, 2012), los mecanismos por los cuales se desarrollan los
distintos tipos de céncer aun permanecen sin esclarecer. Entre ellos se
encuentran la genotoxicidad, la alteracion de la reparacion del ADN, la
modificacion de histonas, la alteracion de la metilacion del ADN y la proliferacion
celular (Chanda y col., 2006; Faita y col., 2013; Dodmane y col., 2013; Holcomb
y col., 2017; Tam y col., 2017).

Mecanismos adicionales hacen referencia a diferentes efectos sobre la
reproduccion, el eje adenohipofisiario (Li y col., 2012; Ronchetti y col., 2014) y el

sistema inmune (Hunt y col., 2014).

1.3 Toxicocinética y toxicodinamia del F

El F inorganico es ingerido a través del agua y los alimentos, y se
absorbe principalmente (75-90%) en el intestino delgado proximal a través de
uniones estrechas, transportadores acoplados de protones y transportadores
anionicos de proteinas Band3 (Mondal y col., 2019). Una proporcién menor es
absorbida en el estémago como fluoruro de hidrogeno (10-25%). Los maximos
niveles plasmaticos se alcanzan entre los 20-60 min posteriores a su ingestion,
reteniéndose aproximadamente el 99% en huesos y dientes (Agencia para
Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades, ATSDR, 2003). Se excreta a
través de la via renal, y sélo una fraccion menor a través de las heces y sudor
(Villa'y col., 2010, Buzalaf y Whitford, 2011).

Diferentes publicaciones hacen referencia a los distintos mecanismos por
los cuales el F ejerce su accion téxica. Entre ellos podemos mencionar el

bloqueo del metabolismo celular, la inhibicién de la glucdlisis, interferencia con el
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metabolismo del calcio y alteracion en la conduccion de los impulsos nerviosos
(Strunecka y col., 2007; Pain G., 2017; Guth y col., 2020; Strunecka y col., 2020).

El F es un potente inhibidor enzimatico, por lo tanto se produce una
alteracion en la funcionalidad y en diferentes eventos que participan en la
sefalizacién celular (Murphy y Coll, 1992; Baykov y col., 1999; Chouhan y Flora,
2010; Kajander y col., 2013; Waugh, 2019).

Algunos autores sugieren que el estrés oxidativo es el mecanismo clave
de la toxicidad del fluoruro. La exposicion al F puede reducir los niveles celulares
de Glutation reducido (GSH) e inhibir la actividad de las enzimas antioxidantes
catalasa (CAT), glutatién peroxidasa (GPx), GR y superdxido dismutasa (SOD)
provocando un aumento de las ROS (Srivastava y Flora, 2020; Ailani y col.,
2009). El F produce peroxidacion lipidica, siendo el malondialdehido (MDA) el
indicador bioldgico cuantificable como nivel de sustancias reactivas del acido
tiobarbittrico (TBARS) (Adebayo y col., 2013; Varol y col., 2013; Reddy y col.,
2014).

Adicionalmente, el F influye sobre la sintesis de distintos
neurotransmisores (adrenalina, 5-HT, glutamato [Glu], NE, acetilcolina [ACh] y
DA), sobre la expresion de distintos receptores, la actividad enzimatica y la
plasticidad de las neuronas, produciendo dafios estructurales y funcionales en el
Sistema Nervioso Central (SNC) (Bhatnagar y col., 2006; Chirumari y Redy,
2007).

Existen otros mecanismos de toxicidad, como la unién a iones calcio,
disminucion de los niveles de células del sistema inmune, dafios sobre el ADN e

induccién de apoptosis (Li y col., 1987; Singh y col., 2016).
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1.4 Toxicidad crénica del iAs y el F en humanos

El consumo crénico de agua contaminada con As durante afios a niveles
mas altos que los permitidos, da lugar al desarrollo de una enfermedad que
afecta muchas regiones del mundo y es conocida como Hidro Arsenicismo
Cronico Regional Endémico (HACRE) que presenta una sintomatologia
caracteristica (queratosis, hiperpigmentacion y neoplasia). Adicionalmente,
puede provocar numerosos efectos téxicos en diferentes tejidos, 6rganos y
sistemas, siendo los mas conocidos, la aparicibn de alteraciones
cardiovasculares (ateroesclerosis, hipertension, enfermedad vascular periférica),
alteraciones en el metabolismo de la glucosa, hepatotoxicidad (hepatomegalia,
fibrosis portal), nefrotoxicidad, efectos sobre el sistema inmune, sobre el tracto
gastrointestinal, la reproduccién y el eje adenohipofisiario (Singh y col., 2011;
Calatayud y col., 2013; Dangleben y col., 2013; Rodriguez y col., 2016; Li y col.,
2018). Con respecto a su carcinogenicidad, los principales érganos afectados
son la piel, la vejiga, el higado y el pulmén (IARC, 2012).

Con respecto al F, personas que estan expuestas crénicamente, pueden
presentar alteraciones neurolégicas, cardiovasculares, gastrointestinales, y
hormonales, siendo las manifestaciones mas comunes la fluorosis dental y la
esquelética (Spak y col., 1989; Dasarathy y col., 1996; Ayoob y Gupta, 2006;
Rovet JF, 2014; Srivastava y Flora, 2020). La gravedad de estas alteraciones
dependen de distintos factores, entre ellos la edad, la ingesta diaria y las

caracteristicas individuales de las personas expuestas.
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1.5 Neurotoxicidad del iAs y F en humanos

Las investigaciones realizadas sobre los efectos que producen el iAs y el
F a nivel del SNC, son menores en comparacion a los estudios realizados sobre
el cancer, la genotoxicidad y la alteracion de distintos tejidos, érganos o células.
Ambos elementos, una vez absorbidos y metabolizados (en el caso de iAs, junto
a sus metabolitos), pueden atravesar la barrera hematoencefalica (BHE),
acumularse en diferentes areas cerebrales y producir neurotoxicidad (Varner y
col., 1998; Xiy col., 2010).

Numerosos trastornos del desarrollo neurolégico que incluyen autismo,
déficit de atencion y dislexia, entre otras discapacidades cognitivas, afectan a
millones de nifios en todo el mundo y gran parte de los mismos son producto de
la injuria producida por quimicos que afectan el desarrollo del sistema nervioso
(Grandjean y Landrigan, 2014). El cerebro es un 6rgano que presenta una alta
sensibilidad al dafio oxidativo debido a la alta utilizacion de oxigeno, una baja
capacidad detoxificante y a sus elevados niveles de lipidos y acidos grasos
insaturados (Patel, 2016; Salim, 2017). La acumulacion de iAs y/o F en el SNC
puede facilitar la formacibn de ROS y de esta manera conducir a la
neurotoxicidad (Flora, 1999; Shila y col., 2005; He y col., 2006; Rodriguez y col.,
2010).

Investigaciones realizadas en nifios expuestos a iAs a través del agua de
bebida revelaron alteraciones en el desarrollo neurolégico y cognitivo, con
afectacion del coeficiente intelectual, alteraciones en la memoria y la atencion
(Rodriguez Barranco y col., 2013). Otros estudios clinicos realizados en adultos
gue estuvieron expuestos cronicamente a iAs mostraron diversas alteraciones en
el aprendizaje, la memoria y la concentracion, con confusion mental y aumento
de la ansiedad (Bolla Wilson y Bleecker, 1987; Morton y Caron, 1989; Hall, 2002;

Rodriguez y col., 2003). También se ha asociado su exposicion con el desarrollo
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de la enfermedad de Parkinson, neuropatia periférica y polineuropatias tipo
Guillain-Barré (Vahidnia y col., 2007; Singh y col., 2011).

En el caso del F, diferentes estudios revelan que el mismo produce
disfunciones neurolégicas que incluyen: alteraciones en la atencion, en el
coeficiente intelectual, la memoria, el sensorio, el aprendizaje y el estado
emocional (Choi y col., 2012; Sharma y col., 2017; Lu y col., 2000; Till y col.,
2020).

También podria estar involucrado en la etiologia de otros trastornos
neurol6gicos como el autismo, fluctuaciones del comportamiento, pérdida de la
coordinacién motora, paralisis de brazos y piernas, y en algunas enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer y Parkinson (Blaylock, 2004; Carton y

Park, 2006; Prystupa, 2011).

1.6 Neurotoxicidad del As o F en animales de experimentacion

Diversos estudios de investigacién en roedores hacen referencia a los
efectos provocados sobre la actividad locomotora y el aprendizaje como
consecuencia de la exposicion al iAs. En un estudio realizado en ratones de 4
semanas de edad, se administré diariamente iAs a través de la via oral,
utilizando diferentes dosis durante un periodo de 14 dias. Se evalué la actividad
locomotora luego de la primera y de la segunda semana de la exposicion,
observandose que en la primera semana aumenta la actividad locomotora de los
animales expuestos a dosis bajas, y en la segunda semana disminuye la
actividad locomotora de los animales expuestos a dosis altas (Tadanobu y
col.,1990).

En otro estudio experimental, se expusieron a iAs ratas macho adultas
por via intragastrica durante 2, 3 y 4 semanas, demostrando una disminucion de

la actividad locomotora y algunas alteraciones en el aprendizaje (Rodriguez y
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col., 2001). También se observo que el iAs afecta la memoria en ratas de
diferentes edades expuestas a altas concentraciones durante tres meses. Se
evidenciaron alteraciones significativas en la memoria de corto plazo en los
animales adultos, y en la memoria a largo plazo en los animales jévenes
(Bikashvili y col., 2017). El iAs también esta involucrado en el estado depresivo
de los animales de experimentacion. En ratas expuestas en forma subcroénica a
iAs, se observaron alteraciones en el tiempo de inmovilidad de la prueba de nado
forzado, indicando un comportamiento compatible con un aumento en la
depresion (Samad y col., 2021).

Se ha demostrado que la exposicidon crénica a iAs aumenta el estrés
oxidativo en las mitocondrias del cerebro de ratas, seguidos de un aumento en la
formacion de ROS, carbonilacién de proteinas y peroxidacion lipidica (Jomova y
col., 2011, Flora S.J., 2011 y Prakash y col., 2015). Adicionalmente, se altera el
factor de transcripcion mitocondrial A, conduciendo a una disminucion en la
biogénesis mitocondrial (Prakash y Kumar, 2016). Los radicales peroxilo también
pueden ser generados por el iAs y a su vez mediar la peroxidacion lipidica y la
acumulacién de subproductos oxidados, causando dafios deletéreos en
diferentes &reas cerebrales.

Varios trabajos realizados en roedores expuestos a iAs a través del agua
de bebida demuestran que este elemento puede producir un desbalance en los
niveles de neurotransmisores, provocando una disfuncién neuroconductual. En
estudios realizados en ratas Wistar jovenes expuestas a diferentes
concentraciones de iAs durante 6 semanas, se observé un aumento en el nivel
de Glu extracelular, excitotoxicidad y cambios en la expresion del receptor GLT-1
y Glutamato N-metil-D-aspartato (NMDA) en hipocampo (HPC) (Huo y col.,

2014). La exposicion a iAs produce en corteza cerebral de ratones una
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downregulation de la subunidad GluAl del receptor del Glu a-amino-3-hidroxi-5-
del 4&cido metil-4-isoxazolpropiénico (AMPA) (Maekawa y col., 2013).

Estudios realizados in vitro sugieren que en la microglia, el iAs activa el
sistema de intercambio de la cisteina/Glu para aumentar los niveles de Glu
extracelular, mientras que en los astrocitos, el iAs disminuye la expresion y los
niveles de actividad de la glutamina sintetasa y de los transportadores de Glu
(Castro Coronel y col., 2011; Zhao y col., 2012; Singh y col., 2016).

Un estudio realizado en ratas demostré que el iAs induce un aumento en
los niveles de DA y 5-HT, con una disminucion en los niveles de NE en diversas
regiones cerebrales (Mejia y col., 1997). Otro estudio demostré que la exposicion
realizada a ratones con iAs durante 60 dias, redujo los niveles de NE, DAy 5-HT
en el cerebro (Zhang y col., 2013). En otro estudio se expusieron ratas a
diferentes concentraciones de iAs a través del agua de bebida y se observ6 una
disminucién en los niveles de DA en el CPu y en el hipotdlamo sélo en las
hembras (Bardullas y col., 2009). Por el contrario, en otro estudio, se observé un
incremento en el contenido de DA en el CPu en los machos, sin alteraciones en
las otras areas cerebrales (Rodriguez y col., 2010). La exposicion a altos niveles
de iAs, producen déficits mas evidentes en la sefializacion dopaminérgica y
serotoninérgica en el CPu, HPC y CPF (Yadav y col., 2009, 2010).

Varias publicaciones demuestran que el iAs esta involucrado en la alteracion del
sistema colinérgico. En roedores, el iAs inhibe la sintesis, liberacion y
recaptacion de la ACh y como consecuencia de esto, se observa un aumento de
la actividad de la colina acetiltransferasa (CHAT) (enzima encargada de la
sintesis de la ACh), con una disminucion de la acetilcolinesterasa (AChE)
(Kobayashi y col., 1982, 1987; Vani y Reddy, 2000; Rodriguez y col., 2001,

Yadav y col., 2011).
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Con respecto al F, diversos estudios realizados en animales revelaron
gue se acumula en distintas areas cerebrales, entre ellas el HPC, la amigdala, la
corteza cerebral y el cerebelo. Diversos estudios experimentales hacen
referencia a los efectos provocados sobre la coordinacién y la actividad
locomotora como consecuencia de su exposicion. En un estudio realizado en
ratones hembras adultas, se administr6 120 mg/L de F a través del agua de
bebida durante 30 dias, y se observaron notables cambios en la coordinacion
motora (Bhatnagar y col., 2002). Diversas investigaciones realizadas en roedores
expuestos a F, demostraron diversas alteraciones en la memoria y el aprendizaje
(Guiy col., 2010; Jiang y col., 2014; Zhang y col., 2001). En un estudio realizado
en ratones expuestos a 68 mg/L de F a través del agua de bebida durante 120
dias, se observaron alteraciones en las pruebas que evallan la ansiedad y el
comportamiento depresivo (Li y col., 2019). También se ha demostrado que
diferentes exposiciones a F, producen un aumento del estrés oxidativo,
registrandose una disminucion de actividad en las enzimas antioxidantes CAT,
glutatién peroxidasa (GPx), GSH reductasa (GR) y superéxido dismutasa (SOD)
(Garcia Montalvo y col., 2009; Chauhan y col., 2013; Banala y Carnati, 2015).

Otras investigaciones realizadas demuestran que el F puede producir
modificaciones en el contenido de monoaminas, catecolaminas y 5-HT en
diversas regiones cerebrales en los animales que fueron expuestos. En un
estudio realizado en ratas adultas hembras expuestas a F, se reportd6 un
aumento significativo en los niveles de DA y 5-HT en el HPC y en la corteza de
dichos animales, con una disminucién de epinefrina y NE (Chirumari y Reddy,
2007).

En otro estudio realizado en ratas adultas macho expuestas a F a través

del agua de bebida, se registr6 un aumento de NE y 5-HT en el CPu, HPC y
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corteza. También se observo DA elevada en el CPu de animales expuestos al
fluoruro (Pereira y col., 2011).

Con respecto al metabolismo del Glu, diversos estudios comprobaron que
existen alteraciones de sus niveles en el HPC y en la CPF en ratas, como asi
también en las actividades de las enzimas relacionadas con su metabolismo,
incluyendo la aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT)
y acido glutamico descarboxilasa (Niu y col., 2009; Jiang y col., 2014).

El F también afecta la transmision del impulso nervioso colinérgico a nivel
central, alterando el numero de receptores nicotinicos de la ACh (nAChR) y
reduciendo la actividad de la acetilcolinesterasa en el cerebro de ratas que
fueron expuestas a F (Long y col., 2002; Chen y col., 2003; Gao y col., 2009;
Flora y col., 2009; Singh y col., 2013; Thadani y col., 2014; Singh y col., 2014;

Akinrinade y col., 2015).

1.7 Toxicidad prenatal y durante el desarrollo

En el periodo embrionario de humanos y roedores, el SNC es altamente
sensible a los agentes téxicos (Anderson y col., 2000). El iAs y el F son capaces
de atravesar las barreras placentarias y BHE, acumularsse en el cerebroy
provocar diversos disturbios neuroconductuales y neuroquimicos (Luoy
col., 2009; Xiy col., 2010).

El iAs, al ingresar al cerebro, también puede metilarse y acumularse en
diferentes regiones que expresan arsenito metil transferasas (Rodriguez y col.,
2005; Sanchez Pefia y col., 2010,). Las especies metiladas en circulacién
también pueden atravesar la BHE, pero los mecanismos implicados no han sido
estudiados.

La exposicion gestacional de ratones a iAs induce alteraciones en la

plasticidad sinaptica y en el aprendizaje y memoria, asociados con un aumento
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en los niveles de Glu extracelular y a una downregulation de las subunidades del
receptor AMPA y NMDA (Ramos Chavez y col., 2015; Nelson Mora y col., 2018).

En un estudio realizado en ratas prefiadas donde se administré iAs a
través del agua de bebida entre el DG1 y el DPN 21, se observd una disminucién
de la actividad locomotora en las crias (Chandravanshi y col., 2019). En otras
investigaciones se expusieron roedores a iAs a través del agua de bebida
durante las primeras etapas de gestacion y desarrollo, observandose un
incremento en la actividad locomotora vertical y diversas alteraciones en la
memoria (Rodriguez y col., 2002; Martinez-Finley y col., 2009).

Estudios realizados en ratas en nuestro laboratorio demostraron que la
administraciéon de bajas concentraciones de iAs durante la gestacion y la
lactancia, alter6 en las crias algunos parametros neuroconductuales,
observandose un retraso en la adquisicion de los reflejos sensoriomotores, una
disminuciéon de la actividad locomotora y un aumento de la sensibilidad al
estimulo nociceptivo. Adicionalmente, las crias adultas cuyas madres fueron
expuestas a bajas concentraciones de iAs, presentaron una disminucion de la
memoria de larga duracion y de la ansiedad (Gumilar y col., 2015).

Por otro lado, la toxicidad por exposiciébn al iAs durante la etapa
gestacional también se ha relacionado con cambios en la actividad de las
enzimas antioxidantes, una disminucion en los niveles de expresion del receptor
neuronal nicotinico a7 y una alteracion en el desarrollo de los sistemas
colinérgico, dopaminérgico, noradrenérgico, glutamaérgico y serotoninérgico
(Ramos Chavez y col., 2015; Nelson Mora y col., 2018; Moénaco y col., 2018;
Chandravanshi y col., 2019).

Con respecto al F, diversas investigaciones de exposicion realizadas en
roedores durante el periodo gestacional, demostraron alteraciones en el

comportamiento, observandose disminucion en la actividad locomotora, ansiedad
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y depresién (Laloux y col., 2012; Liu y col., 2014). Otros estudios evidenciaron
alteraciones en el aprendizaje y la memoria, con inhibicién de la expresién de
ARNmM de las subunidades del receptor de Glu (GIuR) en HPC e induccién de
estrés oxidativo (Bera y col., 2007; Sun y col., 2018; Ferreira y col., 2021).
Estudios realizados en nuestro laboratorio revelaron que la exposicion a
bajas concentraciones de F durante etapas tempranas del desarrollo produce en
las crias hembra jévenes y adultas una disminucién de la ansiedad. También se
observé en las crias adultas hipoactividad y aumento de la emocionalidad
(Bartos y col., 2015). Posteriormente, se demostr6 que la exposicién a F durante
las etapas tempranas del desarrollo produce una disminucién de la memoria de
larga duracion, de la expresion del receptor nicotinico neuronal a7 (nAChR) y de
la actividad de CAT AST, ALT, SH y AChE en diversas areas cerebrales
implicadas en desérdenes neuroconductuales (Bartos y col., 2022, 2019, 2018).
Los efectos observados en los estudios experimentales previamente
mencionados, fueron dependientes de la especie animal utilizada, la via de
administracion, el periodo de exposicion y las concentraciones de iAs o F

utilizadas.

1.8. Evaluacién de toxicidad por co-exposicion e interés de su
investigacioén

La exposicion simultanea del iAs y del F puede modificar la cinética o las
propiedades toxicolégicas con respecto a cada uno en su forma aislada, influir
individualmente sobre los efectos adversos, los mecanismos de accién u
organos a los que afecta.

Diversos estudios revelaron que administrando estos elementos en forma

conjunta pueden ejercer un efecto antagoénico, un efecto aditivo, mostrar un
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efecto final sinérgico, un efecto potenciado e incluso un efecto nuevo (Calderon y
col., 2003; Rao y Tiwari, 2006; Flora y col., 2009 y 2012; Jiang y col., 2014).

Sarkozi y colaboradores estudiaron los efectos sobre la locomocién y la
toxicidad general producida por la administracion conjunta de iAs y F a ratas
macho adultas, utilizando una sonda gastrica durante 6 semanas. Se concluyé
gue el iAs, solo o combinado con el F, produce una disminucion de la actividad
locomotora y del rearing (elevacién sobre las patas posteriores del animal). El F,
por su lado, no evidencié efecto propio ni influencié sobre los efectos del iAs.
Finalmente, teniendo en cuenta las concentraciones utilizadas y el tiempo de co-
exposicion evaluado, no se pudo demostrar la existencia de interaccion entre el
iAs y el F (Sérkoziy col., 2015).

En otra investigacion, se observé que la co-exposicién a iAs/F produce
efectos toxicos menos pronunciados, comparados con los efectos de iAs y F
administrados individualmente, concluyendo que esto ocurre debido
posiblemente a una interaccién en los sitios gastrointestinales que interfiere con
la absorcion de estos elementos (Mittal y Flora, 2006). En otra investigacion se
expusieron ratones machos durante 10 semanas a iAs y F a través del agua de
bebida, demostrando que la exposicién combinada no conduce necesariamente
a una toxicidad mas pronunciada, ya que se observaron algunos efectos
antagonicos en comparacion a la exposicion individual (Flora y col., 2009).

Estudios posteriores realizados en ratones machos adultos, en donde se
evaluo el estrés oxidativo y la integridad del ADN, confirmaron que la toxicidad
individual de iAs o del F es mayor que la producida por estos dos elementos
combinados (Flora y col., 2012).

Investigaciones previas realizadas determinaron que la capacidad de
aprendizaje y memoria disminuye en ratas expuestas a iAs/F, en comparacion

con los controles. El mecanismo puede estar asociado con cambios en los
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niveles de Glu y de expresion mGIuR5 en la corteza y el HPC (Jiang y col.,
2014). Estos resultados corroboraron los obtenidos previamente por Wu y col.,
2006, donde demostraron que la exposicidbn conjunta de estos elementos
durante 90 dias realizadas en ratas jovenes Wistar y a través del agua de
bebida, reduce la capacidad de aprendizaje y memoria.

Otras investigaciones demostraron que el tratamiento combinado de
iAs/F produce alteraciones en la expresion de genes relacionados con procesos
inflamatorios, aberraciones cromos6micas, aneuploidia y apoptosis (Rao y
Tiwari, 2006; Salgado Bustamante y col., 2010).

En resumen, los resultados obtenidos al evaluar las toxicidades
individuales producidas por iAs o F, incluyendo sus efectos sobre el SNC, son
ampliamente documentadas en la literatura tanto en humanos como en animales
de experimentacion, pero estos datos, en general, hacen referencia a
exposiciones realizadas a la edad adulta, y a altas dosis o concentraciones.
Existe escasa bibliografia respecto a los posibles efectos e interacciones que
estos elementos pueden ocasionar a las personas que consumen agua de
perforacion durante la gestacion y lactancia, donde estos elementos pueden
estar presentes en bajas concentraciones. Los efectos de la combinacion de
ambos elementos que pueden producir sobre diversas funciones cognitivas y
neuroconductuales durante estas etapas han sido poco estudiados, y los
resultados, son contradictorios. En relacion a lo anteriormente expuesto, es que
esta tesis se plantearon diferentes objetivos, cuyos resultados podrian aportar a

una mejor evaluacion de riesgo.
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OBJETIVOS
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1.9. Objetivos generales y especificos de esta Tesis

El objetivo general de esta tesis fue evaluar el efecto neurotoxico de
concentraciones bajas de la combinacion iAs/F, presentes en acuiferos de varias
regiones de nuestro pais, en crias de ratas jovenes y adultas de ambos sexos,
expuestas durante la gestacion y la lactancia, como asi también dilucidar los
posibles mecanismos moleculares de neurotoxicidad producidos por dicha co-

exposicion.

Los objetivos especificos fueron:

e Evaluar la adquisicién de reflejos sensoriomotores en las crias de 3 dias
de edad.

e Evaluar la funcionalidad del sistema nervioso auténomo y central
mediante la realizacion de una bateria de observaciones funcionales en
crias jovenes y adultas.

e Evaluar la actividad locomotora, la ansiedad y el estado depresivo a
ambas edades.

o Evaluar diferentes tipos de memoria: de corta duracion, de larga duracién
y memoria de reconocimiento.

e Determinar o cuantificar marcadores de estrés oxidativo en distintas
areas cerebrales implicadas en los des6rdenes neuroconductuales, como
indicio del posible mecanismo neurotoxico provocado por la co-
exposicion de iAs/F.

e Evaluar distintas vias de neurotransmision implicadas en los disturbios
observados, como la colinérgica y la glutamatérgica, en distintas areas

cerebrales.
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Comparar los resultados previos existentes de la exposicién individual de
estos elementos con los obtenidos como consecuencia de la co-
exposicion, con el fin de evaluar la aparicion de efectos nuevos,

sinérgicos o antagoénicos.
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2. Materiales y métodos
2.1. Materiales

Se utiliz6 arsénico en forma de Arsenito de sodio (AsNaO) y se adquirio
en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.), protegido de la luz solar. El flaor fue
comprado como Fluoruro de sodio (NaF) a Anedra (San Fernando, Buenos Aires,
Argentina).

2.2. Animales y disefio experimental

Los animales utilizados como parentales fueron ratas albinas de la cepa
Wistar, nuliparas, entre 80-90 dias de edad al momento del inicio del ensayo.
Las mismas se obtuvieron de colonias de crias pertenecientes al Bioterio del
Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia de la Universidad Nacional
del Sur.

Durante el transcurso de los experimentos se mantuvieron en dicha
dependencia en condiciones constantes de temperatura (22 + 3°C) y humedad
relativa (60-70 %). La iluminacion fue artificial, con una frecuencia de ciclos de
luz/oscuridad de 12 horas. Las ratas fueron alojadas en jaulas metdlicas y
recibieron libre acceso al agua y alimento (Ganave®, Alimentos Pilar S.A.,
Argentina).

A las hembras provistas por el bioterio se les control6 el ciclo estral.
Dicho ciclo tiene en promedio una duracién de cuatro a cinco dias, y ocurre
desde el inicio de la pubertad hasta la senescencia, incluso durante el posparto
(Kohn y Clifford, 2002). Los diferentes cambios producidos a nivel de los ovarios,
Gtero, vagina y conducta, son debidos a fluctuaciones en los niveles de
gonadotrofinas, hormonas sintetizadas por la hipéfisis. Las ratas generalmente
muestran ciclos regulares que no se interrumpen facilmente, y constan de cuatro

fases: proestro, estro, metaestro y diestro (Tabla 2.1).
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FASE Duracion (hs) Citologia vaginal Conducta

Frotis vaginal con células Receptividad a la copulacién
Proestro ~12 epiteliales nucleadas. en la etapa final de la fase.

Méaxima receptividad.
Lordosis. Copulacioén.
Maxima probabilidad de
fertilizacion.

Frotis vaginal con células
nucleadas (75%) y

Estro ~ .
12 cornificadas (25%)

Frotis vaginal con
abundante cantidad de
Metaestro ~21 leucocitos con células
nucleadas y cornificadas.

Frotis vaginal con
Diestro ~57 abundante leucocitos.

Ausencia de receptividad.

Ausencia de receptividad.

Tabla 2.1: Principales caracteristicas del ciclo estral de las ratas.

Para la deteccion de la fase del ciclo estral se realiz6 un examen de la
morfologia celular vaginal a través de un frotis tomado a una hora fija del dia, ya
gue se produce una variacion de las poblaciones celulares a lo largo de las 24
horas. Se recolectaron las secreciones vaginales y se observaron las
caracteristicas microscépicas de los frotis. En la etapa del proestro las ratas
hembra fueron colocadas en las jaulas junto a los machos durante la noche, en
una proporcion de 3/1 (3 hembras por cada macho). A la mafiana siguiente se
consideraron prefiadas aquellas que presentaron espermatozoides en los
extendidos vaginales. Esto fue registrado como dia de gestacion 0 (DG 0).

Las hembras prefiadas se pesaron y alojaron individualmente en jaulas
de policarbonato (~860 cm? y 18 cm de altura) y fueron asignadas
aleatoriamente a uno de los siguientes grupos: a) grupo control, b) grupo
experimental tratado con la combinacién A, y ¢) grupo experimental tratado con
la combinacién B.

Las ratas del grupo control fueron provistas con agua de red,
reemplazando la misma en forma diaria.

La combinacion A se preparo disolviendo arsenito de sodio y fluoruro de

sodio en agua de red, en una concentracion final de 0.05 + 5 mg/L iAs/F.
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La combinacion B se preparé disolviendo arsenito de sodio y fluoruro de
sodio en agua de red, en una concentracion final de 0.1 + 10 mg/L iAs/F.

Las concentraciones de iAs y F utilizadas en el disefio experimental se
encuentran presentes en distintos cursos hidricos de nuestro pais y
corresponden a una proporcion de 5 y 10 veces mas en relacién a los niveles
maximos permitidos por la Organizacion Mundial de la Salud.

Ambas combinaciones se administraron a las ratas prefiadas desde el
DG 0 hasta el dia posnatal 21 (DPN 21), dia en el que se realiz6 el destete. Una
vez destetadas, se retiraron las combinaciones A y B de las jaulas y se
reemplazaron por agua de red. Luego se evaluaron las crias a los 45 (jévenes) y
90 (adultas) dias de edad, a los fines de poder observar efectos tempranos que
persisten o revierten en la adultez y efectos nuevos que no se observaron
tempranamente. Se utiliz6 un macho y una hembra de cada camada para los
diferentes ensayos neuroconductuales y neuroquimicos, teniéndose en cuenta
el grado de estrés de cada prueba, empleando las mismas crias, o

reemplazandolas por otras.

2.3. Registro de pesos corporales, consumo de agua y alimento de las
madres y de las crias

Previamente a la realizacion de los diferentes experimentos se midieron
diversos parametros. Los pesos corporales se determinaron utilizando una
balanza Marca AND modelo EK1200A. Se registré el aumento de peso materno
y la ingesta de alimento en diferentes DG (DG 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 y 20). Dentro
de las 24 h posteriores al nacimiento, se registro la duracion de la gestacion, el
namero de crias por sexo y el peso de las mismas (de manera conjunta, por
camada). Este Ultimo parametro se control6 en los DPN 1, 4, 7, 10, 13, 16, 19y

21y fue considerado como indicativo de la evolucion del desarrollo y madurez de
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las crias. Por otra parte, se control6 el consumo diario de agua. En el DPN 21,
las crias fueron destetadas, provistas de agua de red y alojadas en grupos de
seis, segun el sexo y tratamiento recibido, hasta los DPN 45 y DPN 90

respectivamente.

2.4. Evaluaciones neuroconductuales
2.4.1. Evaluacion de los reflejos sensoriomotores

A partir del tercer DPN de cada cria (DPN 3) o tercer dia de edad, cada
cria fue evaluada con una bateria de pruebas de desarrollo. Se realiz6 una
prueba de ensayo por dia a cada cria: reflejo de enderezamiento, aversion al
precipicio, geotaxis negativa y apertura de ojos y oidos (Molina y col., 1987). La
variable dependiente analizada para cada prueba consistia en el DPN en el cual
cada cria alcanz6 la madurez del reflejo o condicién de acuerdo con diferentes
criterios.
Reflejo de enderezamiento

Cada cria fue colocada en posicién supina sobre una superficie cubierta
por una tela y se registr6 la latencia hasta que cada una logré enderezar su
cuerpo. Este reflejo es considerado maduro cuando cada cria logra esta
respuesta en un tiempo menor a 5 s en 2 dias consecutivos (Fig. 2.1).
Aversion al precipicio

Cada cria fue colocada con sus patas delanteras en el borde de una
plataforma de madera y el hocico sobresalia mas alla del borde de la misma
plataforma. Se registré la latencia para retraer su cuerpo a 1,5 cm del borde. El
criterio de aversion al precipicio se registré como maduro cuando la cria realizé

esta respuesta en menos de 5 s en 2 dias consecutivos (Fig. 2.1).
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Geotaxis negativa

Cada cria fue colocada sobre una rampa de malla de alambre inclinada
(dngulo de inclinacién desde la base: 30°) con la cabeza hacia abajo. Este reflejo
se registr6 como maduro cuando la cria alcanz6 una rotacion de 180° del cuerpo
y sube hacia arriba en un tiempo menor a 10 s durante 2 dias consecutivos (Fig.

2.1).

Fig. 2.1: Reflejos sensoriomotores evaluados en las crias: a) reflejo de enderezamiento
b) aversion al precipicio ¢) geotaxis negativa.

Apertura de ojos y oidos
Se registré el DPN en los que ambos ojos y canales auditivos se abrieron

completamente.

2.4.2. Evaluacién de los Sistemas Nervioso Central y Autondmico. Bateria
de observaciones funcionales (BOF)

Esta metodologia consiste en la observacion de un conjunto de
parametros que evallan diferentes aspectos de la funcionalidad del sistema
nervioso de los animales, tales como la funcion neuromuscular, sensorial y
autonomica (U.S. EPA, 1998; Allen, 2010).

Para ello se evalué una serie de parametros a los cuales se le asigné una
escala de puntuacion con las posibles manifestaciones o respuestas que podia

realizar el animal sobre dicho parametro. Los datos obtenidos a partir de las
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observaciones realizadas correspondieron a tipos de datos diferentes, segun la
escala de puntuacion empleada para cuantificarlos:

v/ Datos binarios (B): obtenidos en parametros en los cuales so6lo
podia haber dos respuestas posibles (ausencia/presencia o
reaccién/no reaccion);

v" Datos descriptivos(D): obtenidos en parametros en cuyas escalas
cada puntuacién correspondia a la descripcion de uno entre varios
estados posibles;

v Datos ordinales (O): presentes en parametros en los cuales las
respuestas se evaluaron segun una escala de intensidad creciente (0-
8, de respuesta ausente a severa)

v’ Datos continuos (C): representan valores obtenidos de
mediciones cuantitativas (longitud, cantidad) (Moser y Ross, 1996).

En primer lugar, se registré el comportamiento espontaneo de cada rata
en su caja: la postura en la que se encontraba, el grado o nivel de actividad, la
apertura de parpados, la presencia o ausencia de temblores, convulsiones con
movimientos ténicos o cldnicos, vocalizaciones espontaneas y mordisqueo.

Posteriormente se retir6 el animal de su caja evaluando el grado de
dificultad de remocidn y su reactividad frente a su manipulacion. En esta etapa, se
realiz6 una observacion clinica general del animal, evaluando signos de lagrimeo y
salivacion, apariencia del pelo y el reflejo prensil de las garras.

A continuacion, se coloc6 a cada rata en el centro de un campo
exploratorio, cuyas medidas fueron 70 x 50 x 10 cm de altura, cubierto con una hoja
limpia absorbente de papel madera. Luego de cada observacion cada hoja fue
reemplazada para evitar cualquier alteraciébn en la conducta de los animales
evaluados posteriormente debido a la presencia de rastros de olor (Bind y col., 2013).

Se permitié que el animal explorara el campo libremente y sin interferencias durante
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3 minutos, observando la conducta frente al ambiente desconocido. Los pardmetros

registrados fueron: caracteristicas de la marcha, postura y la presencia de

estereotipias (conductas repetitivas y sin sentido). Al finalizar dicha evaluacién, se

observé y registr6 el numero de bolos fecales, numero de manchas de orina y

presencia o ausencia de diarrea.

Luego se registrd la respuesta de cada cria respecto a diversos tipos de

reflejos y diferentes reacciones posturales, las cuales se detallan a continuacion:

Reflejos sensoriales:

v Auditivo: se hizo sonar un “click” metalico 5 cm por encima y detras de la

cabeza de la rata;

Visual: se acerc6 un objeto por delante del animal y se lo mantuvo a una
distancia de 3 cm del hocico durante 4 segundos;

Tactil: se toco un flanco de la rata con un objeto romo;

Nociceptivo: se ejercié presion leve con una pinza metalica en la cola del
animal, a una distancia de 3 a 4 cm desde el extremo distal de la misma;
Pupilar: se registré la respuesta de contracciéon pupilar frente a un haz de
luz dirigido a la pupila de cada ojo.

Palpebral: se roz6 suavemente el borde del parpado con una varilla
delgada de metal;

Pinnal: se toc6 suavemente el interior de la oreja con una varilla delgada

de metal.

Reflejos motores:

v

Flexor: se extendié una de las patas posteriores, se pellizcé y se registro
la respuesta/fuerza flexora;
Extensor: se presioné las patas posteriores hacia el cuerpo y se evalué la

respuesta/fuerza extensora.
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Reflejo del salto (“hopping”): se sostuvo a la rata con ambas manos de
modo que uno de sus miembros anteriores y ambos posteriores
permanecieran plegados contra su cuerpo. El miembro anterior libre se
apoyo6 sobre la superficie del area de evaluacion y se deslizoé al animal
hacia un lado, de manera que el miembro anterior se moviliza dando
pequefios saltos para sostener el peso del cuerpo. Se procedio de igual
manera con el otro miembro anterior.

Reflejo propioceptivo: se apoyé a la rata sobre la superficie y se extendid
hacia atras uno de sus miembros posteriores, de manera que la parte
dorsal de la extremidad queda apoyada sobre la superficie. Se liber6 el
miembro y se registré si éste retornaba a la postura normal

Extension de miembros anteriores: se elevo a la rata hasta una altura de
30 cm sujetandola desde la base de la cola, y se la acercé lentamente
hacia la superficie. Se observo si el animal extendia los miembros
anteriores en busca del apoyo sobre la superficie.

Extension de los miembros posteriores: se elevd al animal sujetandolo
por el térax y se lo acercoé hacia la superficie. Se registré si la rata
extendia los miembros posteriores en busca del apoyo basal.

Reaccion de enderezamiento en superficie: se sujeto6 a la rata en posicion
supina sobre la superficie, con su region ventral hacia arriba, y se la
suelta posteriormente. Se registré la reaccion del animal para retornar a
su posicion normal, con sus cuatro miembros apoyados sobre la
superficie.

Reaccion de enderezamiento aéreo: se sujetd a la rata en posicion
supina, elevada a una altura de 20 cm y se la dej6 caer sobre el campo
exploratorio. Se registro si el animal gira sobre su dorso en el aire y cae

sostenido sobre sus cuatro patas.
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v Separacion de los miembros posteriores al caer (“landing foot splay’): se
pintaron las bases de las patas posteriores con tinta al agua. Se sostuvo
a cada animal por la regién del térax y proximal de la cola, y se lo dejé
caer dos veces desde una altura de 30 cm sobre una superficie cubierta
por una hoja de papel. Posteriormente se midi6 la distancia de centro a
centro de las marcas de tinta (cm) y se usO el promedio de los dos
valores de separacion.

Todos los detalles del procedimiento, observaciones, parametros, escalas de
puntuacion y tipo de datos mencionados se realizaron de acuerdo a lo
establecido en el Manual de Referencia para una Bateria de Observaciones
Funcionales (Moser y Ross, 1996) y se presentan a modo de resumen en la
siguiente Tabla 2.2:

Tabla 2.2: Parametros evaluados en la bateria de observaciones funcionales realizada en
ratas.Para cada parametro, se indica el tipo de dato y la escala de puntuacién empleada.

Parametros | Dato | | Puntuacion

Dentro de la caja

Acostado, dormido
Acostado, despierto
Sentado o parado, normal
Rearing

Avanza a tirones

Postura D

Inactivo, acostado o parado
Actividad ocasional

Activo de manera continua
Muy activo

Actividad (e}

Bien abiertos

Ligeramente caidos

Ptosis: caidos hasta la mitad del ojo
Completamente cerrados

Parpados (0]

Ausentes
Clonicas (contracciones y relajaciones)
Ténicas (contracciones constantes)

Convulsiones D

Ausente
Muerde la caja
Muerde en forma autodestructiva

Mordisqueo D

Ausente

Vocalizaciones B
Presente

P O NPFP ONRPFPOIRMWNERERPPAEWNREROMAWNDNLPR

Continuacion en la pagina siguiente
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Continuacion Tabla 2.2

Fuera de la caja

Facilidad de remocién

Facil, sin o poca vocalizacion, sin o ligera resistencia
Moderadamente dificil, rearing
Dificil, corre alrededor de la caja, con o sin vocalizacién

Reactividad a la
manipulacion

Facil, alerta
Moderadamente facil, sin resistencia
Dificil, se retuerce, se enrosca, intenta morder

Salivacién

Ausente
Leve
Severa

Lagrimeo

Ausente
Leve
Severo

Apariencia del pelo

Normal

Levemente sucio
Muy sucio, costroso
Aspero, erizado

Respiracion

Normal

Disnea: respiracion dificultosa

Apnea:

Cianosis en cola, hocico y patas
Taquipnea: respiracion rapida y superficial

Signos
cardiovasculares

Normal

Bradicardia

Taquicardia

Vasodilatacion: enrojecimiento de la piel, cuerpo caliente
Vasoconstriccion: palidez de la piel, cuerpo frio

Arritmia

Tono de los miembros

Miembros flaccidos
Algo flaccidos
Tono normal
Miembros rigidos

Tono abdominal

Flaccido
Normal
Resistente

Reflejo prensil

P OWNRERPAONRPOOOEAWNRPODMWONRERPIRARONPEPWODNPREPODNPRPWDNDRWODNLPR

Ausente
Presente

Continuacién en la pagina siguiente
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Continuacién Tabla 2.2

En el campo arena experimental

1 | Muy bajo
2 | Bajo: algin movimiento de cabeza o del cuerpo, sniffing,
rearing
3 | Algo bajo: algunos movimientos de exploracion con
Alerta (0] periodos de inmovilidad
4 | Normal: alerta, con movimientos exploratorios
5 | Algo elevado: ligera excitacion, movimientos rapidos y
repentinos
6 | Muy elevado: hiperalerta, excitado, con corridas repentinas
1 | Normal
2 | Ataxia: movimientos incoordinados
3 | Marcha en puntas de pie (tip-toe gait)
Marcha D 4 Miembros poster?ores separadgs
5 | Miembros posteriores muy flexionados
6 | Marcha tambaleante
7 | Arrastra los miembros posteriores
8 | Incapacidad para caminar
1 | Normal
Postura D 2 | Muy curvado
3 | Aplastado
1 | Ausente
2 | Sniffing
3 | Grooming en forma repetitiva y de larga duracion, sin
Estereotipias D pausa
4 | Retropulsion (camina para atras)
5 | Giro continuo en forma circular
6 | Automutilacion
1 | Ausentes
2 | Temblores o sacudidas en miembros o todo el cuerpo
3 | Mioclonus (movimientos involuntarios leves, contraccion de
Movimientos inusuales D masa muscular)
4 | Temblores con mioclonus
5 | Fasciculaciones (contracciones involuntarias de los
musculos faciales)
6 | Cola de Straub (cola elevada sigmoidea)
Bolos fecales C - | N° de bolos fecales depositados
Manchas de orina Cc - | N° de manchas de orina depositadas
Diarrea B 0 | Presente
1 | Ausente

Continuacién en la pagina siguiente
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Continuacioén Tabla 2.2

Reflejos sensoriales

Respuesta auditiva

N -

No reacciona

Reacciona levemente, sacude las orejas o manifiesta
evidencia que escucha el ruido

Respuesta mas enérgica

Se inmoviliza, contraccién muscular

Reaccion exagerada: salta, muerde o ataca

Respuesta visual

No reacciona

Leve aproximacion, olfateo o desvio del objeto
Respuesta mas enérgica

Se inmoviliza, contraccion muscular

Reaccion exagerada: salta, muerde o ataca

Respuesta tactil

No reacciona

Se aleja, se desvia

Respuesta mas enérgica

Se inmoviliza, contraccion muscular
Reaccion exagerada: salta, muerde o ataca

Respuesta al dolor

No reacciona

Se marcha, se desvia ligeramente
Respuesta mas enérgica

Se inmoviliza, contraccion muscular
Reaccion exagerada: salta, muerde o ataca

Reflejo pupilar

No responde
Responde (miosis)

Reflejo palpebral

No responde
Responde (el parpado se cierra rapido y completamente )

Reflejo pinnal

P O|RP ORI WNRERPOMWDNRPOMWOWDNPRO MO

No responde
Responde (las orejas se aplastan sobre la cabeza)

Reflejos motores

Reflejo flexor

No flexiona dichos miembros
Flexiona los miembros posteriores

Reflejo extensor

No extiende dichos miembros
Extiende los miembros posteriores

Reflejo del salto

No se moviliza adecuadamente
Salta en una pata

Reflejo propioceptivo

= Ol Ol Ol O

La pata no retorna a su posicién normal
La pata retorna a su posiciéon normal

Continuacién en la pagina siguiente
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Continuacion Tabla 2.2

Reacciones posturales

Extensiéon miembros No extiende

anteriores

Extiende los miembros anteriores, cuello y tronco

Extensiéon miembros No extiende

posteriores

Extiende los miembros posteriores

Enderezamiento en

- Leve incoordinacién
superficie

No se endereza

Normal, enderezamiento rapido

Leve incoordinacién
Cae sobre un costado
Cae de espaldas

Enderezamiento aéreo (@]

O
A WNRWNRROR O

Normal, enderezamiento en el aire

Separacién de los
miembros posteriores C -

traseras
al caer

Medicion de la distancia (cm.) entre improntas de patas

Referencia de los diferentes tipos de datos: descriptivos (D), ordinales (O), binarios (B) y

continuos(C).

Una vez finalizadas las evaluaciones de la BOF en los diferentes grupos de 45y

90 dias de edad, se pes6 cada cria y se la guardd en su jaula respectiva para

realizar las evaluaciones posteriores.

2.4.3. Evaluacion de la actividad locomotora
La evaluacion de la actividad motora se
considera una prueba que evalla la funcionalidad
del sistema nervioso y refleja un conjunto
complejo de conductas que integran diferentes
procesos sensoriales, motores y asociativos
(Hubler y col., 2005). Para analizar

dicha actividad, las observaciones se llevaron a

Fig. 2.2: Dispositivo de

campo abierto

cabo en un campo abierto experimental, también conocido como open field (OF),

cuya dimension fue 50 x 50 x 60 cm de altura. Una de las paredes del dispositivo

es de naturaleza acrilica, cuya finalidad es facilitar las observaciones realizadas
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a los animales. La base del OF estaba dividida en 16 cuadrados de 12 cm x 12
cm cada uno (Fig. 2.2).

Cada rata se coloco en el interior del OF, en una de las esquinas del
mismo, contabilizando luego, en periodos de 5 minutos, durante 15 minutos, el
namero de cuadrados atravesados con las cuatro patas y el numero de rearings
realizados (posicion en la que el animal se eleva sobre sus patas posteriores,
gquedando completamente erguido). Estos parametros reflejan la actividad
locomotora horizontal y vertical, respectivamente, y su disminucién gradual en el
transcurso de la sesién, es indicativa de una habituacion por parte de los
animales al campo abierto. La habituacién es una de las formas mas elementales
de aprendizaje que involucra al hipocampo, donde la disminucion de la
exploracion en funcion de la exposicidon repetida a un ambiente nuevo, se toma
como indice de memoria (Thiel y col., 1999).

También se registr6 el numero de groomings (lavado de cara,
evidenciado por lamidos de la pata delantera y frotado ligero de la cabeza y
conductas de acicalamiento) y la cantidad de bolos fecales depositados por el
animal, ambos considerados como parametros de emocionalidad (Kalueff y
Tuohimaa, 2005; Brenes y col., 2009).

Una vez transcurrido el periodo de observacion, cada rata fue devuelta a
su caja y se limpi6 el dispositivo del OF con un algodén humedecido con agua y
alcohol al 10 % con agua entre los ensayos para eliminar los rastros de olor que

pueden interferir en la conducta de los animales.

2.4.4. Evaluacion de la ansiedad
El plus maze elevado (PME) o “laberinto en cruz’” es uno de los
dispositivos més utilizados para estudiar la ansiedad y esta constituido por cuatro

brazos elevados a 50 cm del suelo, de iguales dimensiones (50 cm x 10 cm)
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(Lister, 1987). El area delimitada central de los cuatro brazos es de 10 cm? (Fig.
2.3). Esta prueba estd basada en el comportamiento exploratorio de los roedores
en un nuevo ambiente que presenta dos zonas: una potencialmente aversiva
(brazos abiertos) y otra segura (brazos cerrados). En su estado natural la rata
elige estar cerca de superficies verticales, preferiblemente rincones y lugares con
poca iluminacién; los brazos abiertos y las alturas le causan aversion, lo que
explica porque la rata permanece mas en los brazos cerrados que en los brazos
abiertos. Este conflicto es suprimido por elementos que producen un efecto
ansiolitico, los cuales aumentan selectivamente la exploracion en los brazos
abiertos (Sakae y col., 2015). El experimento se realiz6 contando las veces que
las ratas ingresan a los brazos cerrados y abiertos y registrando el tiempo de
permanencia en los mismos, en un periodo total de 5 min. La base del laberinto
fue limpiada con un pafio humedecido con etanol al 10 % luego de cada

observacion.

S0 em A 50 cm

.

-
TN,

40 cm

S em

Fig. 2.3: Dispositivo de pluz maze
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2.4.5. Evaluacion de la memoria de corta y larga duracion. Prueba de
evitamiento inhibitorio

La memoria puede definirse como la preservacion de la conducta
aprendida en el tiempo (Heise GA., 1984). Experimentalmente, la memoria esta
indicada por la precisién de una respuesta después de un retraso (intervalo de
retencién), entre la ocasion del aprender, y la prueba para recordar. Entre los
diferentes tipos de memoria, la memoria aversiva ha sido reconocida por
diversos autores como un mecanismo adaptativo que almacena la informacién
relevante para la supervivencia, ya que va a influir sobre futuras respuestas ante
estimulos estresantes similares (LeDoux, 2000; McGaugh, 2000; Joéls y col.,
2011; Schwabe y col., 2012). Esta memoria se ha estudiado en animales de
experimentacion a través de diferentes pruebas de conducta, entre ellas, la
prueba de evitamiento inhibitorio, donde se evalla los efectos del estrés sobre la
memaoria emocional (Izquierdo y Netto, 1985; Wilensky y col., 2000; McGaugh y
col., 2002). El estado de alerta producido por la naturaleza aversiva de un shock
eléctrico, conlleva el desarrollo de conductas adaptativas, dirigidas a la evitacién
del contexto en donde recibieron el shock (Roozendaal y McGaugh, 2011).

Para realizar esta prueba, las crias de 45 y 90 dias utilizadas
anteriormente, se colocaron en forma individual sobre una plataforma elevada y
ubicada a una altura de 2.5 cm del piso, dentro del aparato de condicionamiento
(evitacion pasiva). Parte de la base del mismo también estd constituida por
barras de acero inoxidable (Fig. 2.4). Veinticuatro horas antes de realizar el
entrenamiento, cada cria se coloco en la plataforma y se le permitié explorar
libremente la caja durante 180 seg con el objetivo de que la misma se habitte al
nuevo entorno. Durante el entrenamiento, se midio el tiempo en el que las crias
demoraron en descender con las cuatro patas desde la plataforma y en ese

momento recibieron un shock eléctrico de 0.6 mA de intensidad durante 2 seg.
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Las sesiones de prueba se realizaron a los 90 min, para evaluar la memoria de
corta duracion (MCD) y a las 24 h, para evaluar la memoria de larga duracién
(MLD). Luego del entrenamiento, se registraron nuevamente los tiempos de
latencia de descenso, pero sin la aplicacion del shock eléctrico, reflejando en
dichas medidas la retencion de dichas memorias, (lzquierdo y Medina, 1997;

Pereiray col., 2001).

3 -
Ho -

ATV

. SOLLEERRRIAT A

Fig. 2.4: Dispositivo utilizado para la evaluacion de memoria

2.4.6. Evaluacion de la memoria de reconocimiento. Prueba de
reconocimiento de objeto nuevo o “NOR Test”

Este modelo esta basado en la preferencia que manifiestan los roedores
por explorar objetos novedosos en comparacion con los objetos familiares,
permitiendo la evaluacion de la memoria episddica por medio de tareas de
reconocimiento de objetos (“NOR Test”) (Lamprea y col., 2005).

El protocolo empleado se realiz6 de acuerdo con el disefio experimental
establecido por Leger y col. (2013), con modificaciones menores (Barbieri y col.
2016; Gallegos y col.,, 2018). Para esta prueba se realiz6 otra exposicion,
obteniéndose nuevos grupos de animales expuestos y controles. Se utilizé un
grupo de animales para evaluar este tipo de memoria a los 45 dias, y otro grupo

de animales para evaluar la memoria a los 90 dias de edad.
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En una primera etapa del estudio experimental se colocaron dos botellas
similares de plastico de 250 ml rellenas de arena y con sus tapas selladas, en
dos extremos opuestos de un OF (Objeto A), a 15 cm de la pared lateral (Fig.
2.5). Luego se le permitio explorar a cada rata en el campo abierto durante 5
min, filmando un video por cada sesién. El criterio de exploracion se definio
como olfatear o tocar cada objeto con la nariz o las patas delanteras. Esta etapa
esta relacionada con la familiarizacion del animal con los objetos.

Transcurridas 24 h se procedio a realizar la segunda etapa, donde una de
las botellas fue reemplazada por una botella de vidrio rellena con agua (Objeto
B). Se dejo explorar nuevamente a la rata en el dispositivo durante 5 min,
grabando la sesion. Esta etapa esta asociada a la retencién de la memoria del
animal.

La preferencia de la rata por el nuevo objeto sobre el objeto familiar se
midi6 con el programa de software automatizado desarrollado por Patel y col.
(2014), utilizando el software MATLAB (MathWorks). La relacion exploratoria
expresada como porcentaje se determind segun la siguiente férmula (Kubota y

col., 2016):

» Tiempo de exploracién en objeto novedoso (seg.)
Exploracion (%)= X 100

Tiempo total de exploracion en objeto familiar y novedoso (seg.)

Las diferencias significativas observadas entre las sesiones de
familiarizacién y las sesiones de prueba corresponden a un comportamiento
normal de los animales frente al objeto nuevo. La ausencia de diferencias entre
dichas sesiones reflejan una alteracién en la memoria de reconocimiento del

animal.
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50 cm

50 cm
“Sesion de familiarizacion” “Sesion de prueba”

Fig. 2.5: Prueba de reconocimiento de objetos (NOR Test). Esquema representativo que
muestra las dimensiones y la distribucién de los objetos en el OF en las etapas de

familiarizacion y de prueba.

2.4.7. Evaluacion de la depresion. Prueba de nado forzado

La prueba de nado forzado consiste en introducir a un animal

(generalmente un roedor) en un recipiente con agua del que no puede escapar
(Porsolt y col., 1977). El animal lucha por hacerlo, presentando una serie de
conductas caracteristicas como el nado, intentos de escalar por las paredes del
recipiente, y alternando con periodos en los que se queda inmavil.
Para ello, los animales de la prueba anterior fueron manipulados diariamente 5
dias antes del experimento durante aproximadamente 2 min., utilizandose un
recipiente acrilico transparente cuya dimension fue 25 x 25 x 45 cm de altura. Se
procedi6 al llenado de este dispositivo con agua de red a 25 £ 2 °C, marcando el
nivel de profundidad del agua de modo que el animal no pueda tocar el fondo del
recipiente con sus patas traseras.

En una primera etapa de entrenamiento se colocé cada animal en un

recipiente lleno de agua durante 10 min (Slattery y Cryan, 2012), después se
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retird y secé cuidadosamente con toallas para evitar la hipotermia. Finalmente se
la devolvi6 a cada jaula. Cada animal fue observado y filmado en forma
permanente mientras estuvo en el agua, cambiandose la misma después de
cada sesion para evitar cualquier influencia o interferencia (Fig.2.6).

Transcurridas las veinticuatro horas, se realiz6 la etapa experimental,
repitiéndose la misma operacion del dia anterior, pero colocando la rata en el
contenedor durante 5 min y grabando la sesién en formato de video. Finalmente,
se analizaron diferentes variables conductuales en cada una de ellas,
registrandose el tiempo en el que la rata estaba "inmévil" (el animal permanece
flotando con ausencia de movimientos, manteniendo la nariz sobre el agua); el
tiempo en estado de "lucha o escalada" (movimientos rapidos de las
extremidades anteriores de modo que las patas delanteras agiten y salgan de la
superficie del agua) y el tiempo de "nado" (movimiento de las extremidades
anteriores o posteriores en forma de remo) (Yahav y col., 2015). La inmovilidad y
disminucion de nado o escalada observada en cada animal reflejaria un

comportamiento depresivo.

Fig. 2.6: Imagenes fotograficas del dispositivo utilizado para realizar la
prueba de nado forzado.
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Todas las pruebas conductuales se realizaron en diferentes areas
adecuadas del Bioterio, previamente acondicionadas y en ausencia de ruidos,
para evitar cualquier interferencia en el comportamiento y en los resultados

obtenidos.

2.5. Determinaciones neuroquimicas

Para poder dilucidar los posibles mecanismos moleculares involucrados
en los disturbios neuroconductuales observados previamente, realizamos
distintos estudios bioquimicos en las areas cerebrales mas importantes que
estan involucradas. La eleccién de dichas estructuras se fundamenta en que las
mismas ejercen control sobre diferentes funciones fisiolégicas y conductuales,
encontrandose involucradas en mecanismos que intervienen en la actividad
locomotora y los movimientos (cuerpo estriado), la ansiedad y la depresién

(corteza prefrontal) y la memoria (hipocampo) (Fig. 2.7 y Fig. 2.8).

2.5.1. Obtencion de las areas cerebrales

Las crias de 45 y 90 dias fueron sacrificadas por decapitacion (Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals, 2011). Este procedimiento fue realizado
por el veterinario responsable del Bioterio del Departamento de Biologia,
Bioquimica y Farmacia.

Luego se procedid con la extraccion completa de los cerebros,
enjuagando a cada uno con soluciéon salina fria (PH 7,2). Posteriormente se
realizaron las correspondientes disecciones, obteniendo las diferentes areas
cerebrales: corteza prefrontal (CPF), cuerpo estriado (CPu) e hipocampo (HPC),
utilizando para ello una matriz acrilica, coronal para ratas (Stoelting Co, lllinois,

EE.UU.). El analisis se realizé a partir de las secciones anteroposteriores (AP)

54



correspondientes a +0,12 mm a +0.36 mm para el CPu; -2,64 mm a -3,96 para
las regiones Cp; Yy Caz del HPC; y -3,16 mm a -3,28 para la CPF,

respectivamente, en relacion con el bregma (Paxinos y Watson, 2007) (Fig. 2.9).

~ Corteza
prefrontal .«

Fig. 2.7: Esquema representativo de un corte cerebral transversal de rata.

CPF

HPC

CPu

Fig. 2.8: A) Imagen y fotografia de cerebro entero extraido de rata B) Cortes realizados de CPu,
HPC y CPF adaptados de Spijker S. (2011).
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H loersaral

W15

Bregma 0,36 mm Bregma -2,64 mm

Fig. 2.9: Diagramas representativos de las secciones coronales de las areas cerebrales utilizadas
para el andlisis desde seccion AP de +0,12 mm a +0,36 mm para CPuy -2,64 mm a -3,96 AP para
HPC (regiones CAly CA3); en relacion con bregma. Figura adaptada de Paxinos y Watson (2007).

Posteriormente, se homogeneizaron dichas areas en tubos eppendorf con
10 volimenes (1:10, p/v) de solucién salina tamponada de fosfato (PBS; pH 7,4)
enfriada con hielo. Luego se separ6 una alicuota del homogenado total de cada
muestra para la determinacién SH™ y de proteinas, conservandola a -4°C.
Finalmente se procedié a su centrifugacion a 4000 rpm y los sobrenadantes

resultantes se mantuvieron a 4°C hasta la determinacion de las actividades

enziméaticas y pruebas neuroquimicas..

2.5.2. Marcadores de estrés oxidativo
El estrés oxidativo es una alteracion en el equilibrio entre la produccion

de especies reactivas de oxigeno (ROS) y las defensas antioxidantes,
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desempefando un papel fundamental en los efectos neurotéxicos. Diferentes
xenobiodticos, entre ellos el As y el F, pueden inducir la formacién de ROS,

alterando los niveles de CAT Yy tioles totales.

2.5.2.1. Ensayo de catalasa

Entre los diferentes mecanismos de defensa antioxidantes enzimaticos
gue le permiten a la célula defenderse del dafio provocado por el estrés
oxidativo, la CAT es una de las principales enzimas involucradas. Su funcion es
prevenir el dafio oxidativo al interaccionar directamente con las ROS y su
determinacion es utilizada como indicador de dafio molecular de lipidos,
proteinas y ADN, entre otros. Para ello, se midi6 la actividad de la CAT en
distintas areas cerebrales, segun el procedimiento de Aebi (Aebi, 1984), con
ligeras modificaciones. La reaccion fue iniciada mediante la adiciéon de 0.5 mL de
H,O, (10% v/v en PBS) a la mezcla de reaccion que contenia 100 ul de
sobrenadante, 25 ul de Triton-X 100 (1/10) en PBS y 2.4 ml de PBS. La actividad
enzimatica se midié calculando la velocidad de degradacion del perdxido de
hidrogeno (sustrato de la enzima) durante 3 min a 240 nm, expresandose como
la velocidad constante de una reaccién de primer orden (k) relacionada con la
cantidad de proteinas expresadas en mg. La férmula utilizada para obtener los
diferentes niveles de actividad fue la siguiente:

K = (2,3/At) (a/b) log (A o/A )

donde:

At= t3-1;=3 min

a= factor de dilucién= 25

A = Abs tiempo 0
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A s=Abs tiempo a 3 min

Reemplazando en férmula ——> k= (2.3/3)(25)log(Aw/A):

k=19.167.log (Ato/Ats) = x/min

El resultado obtenido se lo dividié por el contenido de proteinas presentes
en los 100 ul de sobrenadante, obteniendo el valor final de la actividad de la

enzima (k/mg prot.)
2.5.2.2. Determinacion de tioles totales

Los tioles son compuestos que contienen un grupo funcional R-SH,
confiriéndoles una alta reactividad. Como indicador de efecto protector en la
homeostasis debido a su capacidad antioxidante, se determiné la cantidad de
grupos tioles totales (SHY), utilizando el reactivo 5,5 -ditiobis (4cido 2-
nitrobenzoico) (DTNB). Este reacciona con los grupos SH™ generando un
derivado amarillo (4cido 3-tio-2-nitrobenzoico, TNB), el cual se mide
espectrofotométricamente. La oxidacién de los grupos SH' libres de las proteinas
conduce a la formacion de enlaces bisulfuro, no pudiendo reaccionar con el
DTNB, por consiguiente, el contenido de sulfhidrilos estd inversamente
relacionado con el dafio oxidativo a las proteinas (Mazzola y col., 2016). La
metodologia empleada se realiz6 segun el protocolo detallado por Aksenov y
Markesbery (2001) con ligeras modificaciones. Para ello, se afadieron 30 ul de
homogenado total de cada area cerebral a 1 ml de PBS con EDTA 1 mM. La
reaccion se inici6 mediante la adicion de 30 yl de DTNB (10 mM en metanol) y
se incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego se procedi6 a la
centrifugacion a 4000 rpm y se midieron las absorbancias de los sobrenadantes

a 412 nm. El nivel de SH’ totales se determind a partir de una curva estandar
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preparada con diferentes concentraciones de GSH y fue expresada como pmol

TNB/mg de proteina.

2.5.3. Evaluacion de la via glutamatérgica y colinérgica
2.5.3.1 Evaluacién del Glutamato

El Glu es el principal neurotransmisor excitatorio y juega un rol muy
importante los procesos de memoria y aprendizaje. La entrada excesiva de este
neurotransmisor al cerebro puede despolarizar a la neurona, dafiandola. Una vez
liberado este neurotransmisor en la hendidura sindptica, existen diversos
mecanismos Y via enzimaticas que son activadas para mantener sus niveles en
forma adecuada. Entre las enzimas relacionadas en su metabolismo se
encuentran la acido glutamico descarboxilasa (GAD), ALT (o glutamato-piruvato
transaminasa, GPT) y AST (o glutamato-oxalacetato transaminasa, GOT)
(OECD, 2016; Singh y col., 2019). Un aumento de la actividad enziméatica de
AST y ALT, podria conducir a niveles mayores de Glu, ocasionando dafio
celular y excitotoxicidad.

Para evaluar esta via, se midieron las actividades de las enzimas AST y
ALT, empleandose kits comerciales especificos y siguiendo las indicaciones
establecidas por el fabricante (Wiener Lab., Rosario, Argentina)

Estas enzimas catalizan las siguientes reacciones:

l-aspartato + a-cetoglutarato i} glutamato + oxalacetato
, ALT .
l-alanina + a-cetoglutarato ———> glutamato + piruvato

El piruvato formado en ambas reacciones (en el caso de la AST, el oxalacetato
es inestable y se transforma en piruvato), reacciona con la 2/4-
dinitrofenilhidracina produciéndose, en medio alcalino, un compuesto coloreado

que se mide a 505 nm.
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Reactivos:

Reactivo A (para AST): solucién con 100 mM de l-aspartato y 2 mM de o-

cetoglutarato en buffer fosfatos 100 mM, pH 7,4.

Reactivo A (para ALT): solucién con 200 mM de dl-alanina y 2 mM de a-

cetoglutarato en buffer fosfatos 100 mM, pH 7,4.

Reactivo B: solucion conteniendo 1 mmol de 2,4-dinitrofenilhidracina (2,4-DNFH)

en acido clorhidrico 1 mol/L.

Reactivo C: solucién de hidréxido de sodio 4 mol/L.

Técnica:
Blanco Muestra
Reactivo A (AST o ALT) 0.25ml 0.25 ml
Incubacion de 2-3 min en bafio de agua a 37°C
Muestra 10 ul
Agua destilada 10 ul
Luego se incub6d 30 min agregandose:
Reactivo B 0.25 ml 0.25 ml
Se incub6 10 min a 37 °C, agregandose:
Reactivo C diluido 2.5 mi 2.5ml

Luego de 2 min. se realiz6 la lectura de las absorbancias a 505 nm.

Curva de calibracion: Se utilizé una solucién testigo de piruvato de sodio 2
mmol/L, realizando la misma de acuerdo a las instrucciones provistas por el

fabricante del kit comercial
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Las densidades o6pticas del producto de las reacciones se midieron con un

espectrofotometro (Shimadzu UV-1203, UV-VIS).

Los resultados de las actividades enzimaticas obtenidas se refirieron a la
cantidad de proteinas presentes en cada muestra, expresandose en U/ug de

proteinas.

2.5.3.2 Evaluaciobn de la actividad colinérgica. Determinacion
de acetilcolinesterasa (AChE)

La AChE es la enzima que cataliza la hidrdlisis de la ACh, terminando asi
la accidon del neurotransmisor liberada a la hendidura sinaptica. La misma puede
ser inhibida por distintos xenobidticos. Debido a su importancia para el
funcionamiento del sistema nervioso y que su disminucion puede deberse a
dafos en las neuronas colinérgicas o a los efectos nocivos inducidos por estrés
oxidativo, se determiné su actividad en las &reas cerebrales aplicando el
método de Ellman (Ellman y col., 1961). Una alicuota de cada sobrenadante fue
incubada con ioduro de acetiltiocolina (sustrato) y DTNB durante 10 minutos a 30
°C.La reaccion enzimatica fue detenida mediante la adicion de una
solucién de eserina con una incubacién a 0 °C durante 10 min. Cada actividad
enzimatica se calculé a partir de una curva estandar preparada con diferentes
concentraciones de glutatibn reducido, expresandose como  pmol
de tiocolina generada por minuto por miligramo de proteina. Las lecturas de las

absorbancias se realizaron a 420 nm.
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2.5.4 Determinacion de Fosfatasa alcalina (ALP)

La fosfatasa alcalina (ALP) ejerce un rol importante en el desarrollo
prenatal y en la maduracién del SNC (Dreosti, 1983), particularmente en los
procesos de diferenciacién y comunicacién neuronal (Marani, 1995). Una de sus
izoenzimas, la fosfatasa alcalina tisular no especifica (TNALP), es una isoenzima
presente en el cerebro (Brun-Heath y col.,, 2011; Buchet y col.,, 2013) que
escinde grupos fosfato presentes en nucleétidos y proteinas, proporciénandolos
para diversas funciones celulares (Sharma y col., 2014; Akinrinade y col., 2015).
La alteracién de su actividad enzimatica puede conducir a modificaciones en la
homeostasis celular y en la sintesis de algunos neurotransmisores, como la
serotonina y el GABA (Waymire y col., 1995; Narisawa y col., 2001).

En su cuantificacion, esta enzima desdobla al fenilfosfato de sodio en medio
alcalino tamponado con aminometil propanol (AMP). EI fenol liberado se
determina por reaccion con 4-amino-antipirina y ferricianuro como agente
oxidante. El color desarrollado es directamente proporcional a la actividad
enzimatica y se mide a 520 nm.

Reactivos:

Reactivo A: 4-aminoantipirina 29 mmol/L en soluciéon de aminometil propanol 3
mol/L.

Reactivo B: fenilfosfato de sodio, 1,4 mmoles.

Reactivo C: ferricianuro de potasio, 10 mmol/L.

Solucién Standard: solucion de fenol equivalente a 200 Ul/I.
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Técnica:

Blanco Testigo Muestra

Reactivo A 0.5ml 0.5 0.5 ml

Se incub6 2-3 min en bafio de agua a 37°C

Muestra 50 ul

Testigo 50 ul

Luego se incub6 10 min agregandose:

Reactivo C 2.5ml 25 2.5ml

Finalmente se retiraron los tubos del bafio y se realiz6 la lectura en el
espectrofotdmetro a 520 nm. La actividad enzimatica se calcul6 de acuerdo a la

siguiente férmula:

Fosfatasa alcalina (Ul/l) = Factor x (Abs muestra — Abs blanco)

donde: 200 Ui/l
Factor =

(Abs.Testigo - Abs. Blanco)

2.5.5. Determinacion de proteinas totales

La concentracibn de proteinas en los sobrenadantes se determind
utilizando el método de Bradford (Bradford, 1976), usando albumina sérica
bovina (BSA) como estandar. El método se fundamenta en la unién del colorante
Azul de Comassie (G-250) con las proteinas, causando un cambio en el maximo
de absorcion del mismo desde 465 a 595 nm. El tiempo de reaccién es
aproximadamente dos minutos, siendo el color estable durante una hora.
Reactivo de Bradford: 10 mg Azul de Coomassie G-250, 5 ml etanol 95%, 10 ml

acido fosforico 85%. Enrasar con agua destilada hasta completar 100 ml.
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Técnica:

Blanco Testigo BSA Muestra
Reactivo (ml) 25 25 2.5
Agua destilada 5 - -
BSA (ul) - 5 -
Muestra - - 5

La curva de calibracion se realiz6 a partir de una solucion madre de 1 mg/ml de
BSA. La cantidad de proteinas utilizadas en la curva fueron: 5, 10, 20, 30, 40 y
50 ug. Las absorbancias de las muestras se extrapolaron en la curva de
calibracién para obtener en términos de masa los ug de proteinas. Finalmente se
refirieron a la cantidad de proteinas/alicuota de sobrenadante utilizado para las

diferentes determinaciones.

2.6 Andlisis estadistico

Los datos de los pesos corporales de las ratas madres con sus
respectivas crias y los consumos de agua y alimento, se analizaron
estadisticamente mediante ANOVA de medidas repetidas y con pruebas de
comparaciones multiples post-hoc (DMS: Diferencias Minimas Significativas de
Fisher). Esta prueba es utilizada para detectar diferencias significativas de las
medias observadas entre los grupos controles y experimentales. En los casos
donde se detectaron interacciones entre los grupos y sexos, se analizaron los
datos por separado utilizando ANOVA de una via con la prueba DMS.

Los reflejos sensoriomotores se analizaron mediante ANOVA de dos vias
(grupo x sexo), mientras que los resultados FOB se analizaron segun los tipos de
datos. Los datos continuos (que proporcionan datos de intervalo) se analizaron
utilizando un ANOVA de dos vias seguido de comparaciones post hoc con DMS
cuando se detectaron diferencias entre los grupos. Los datos ordinales o

clasificados (rangos basados en una escala definida) se analizaron utilizando
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el test no paramétrico de Kruskal-Wallisy en caso de detectarse diferencias
significativas, se realizaron comparaciones entre los grupos mediante la prueba
de Mann Whitney-U (Markgraf y col.,, 2010). Para los datos descriptivos vy
binarios (la presencia o ausencia de un signo), cada grupo experimental se
comparé con el grupo control utilizando una prueba de Chi cuadrado ().

Los datos obtenidos en la evaluacion de la actividad locomotora, se
analizaron estadisticamente mediante la prueba de ANOVA de 2 vias,
considerando el grupo y el sexo como factores principales de analisis y utilizando
la prueba DMS para detectar diferencias entre los grupos. Los datos obtenidos
en los 15 minutos totales se analizaron mediante ANOVA de dos vias seguido
de comparaciones post hoc utilizando la prueba de DSM. Para el analisis
comparativo de los pardmetros analizados cada 5 min, se utilizé6 una prueba
ANOVA de medidas repetidas y con el fin de evaluar la habituacion en cada
periodo de 5 min y dentro de cada grupo, se utilizé una prueba T para muestras
relacionadas.

Los datos obtenidos en la evaluacion de la ansiedad, se analizaron
estadisticamente mediante la prueba de ANOVA de dos vias, seguido
de comparaciones post hoc utilizando la prueba DMS.

Para la evaluacién de la memoria de corta y larga duracion, y teniendo en
cuenta que los tiempos de latencia no se corresponden con una distribucién
normal, los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante la
Prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba U de Mann-Whitney, para poder
realizar la comparacion entre los grupos. Este analisis se llevé a cabo
considerando datos de sexos separados en cada sesion de la prueba de

evitacion inhibitoria (etapa de entrenamiento, 90 min y 24 h).
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Para andlisis comparativo en la prueba de memoria de reconocimiento de
objetos (NOR), se realiz6 la prueba T para muestras relacionadas.

Los datos obtenidos en la prueba de nado forzado, se analizaron
mediante ANOVA de dos vias seguido de comparaciones post hoc utilizando la
prueba de DSM.

Los datos obtenidos en las determinaciones enziméticas, fueron
analizados con ANOVA de dos vias, seguido de comparaciones post
hoc utilizando la prueba de DMS.

En todas las pruebas estadisticas aplicadas, se consideraron como
significativos los niveles inferiores a 0.05. Todos los andlisis estadisticos se
llevaron a cabo utilizando el software SPSS 19.0 de IBM (Chicago, IL) para

Windows.

2.7 Etica

La atencion y manipulacién de los animales se realizaron de acuerdo con
la Guia internacional para el cuidado y uso de animales de laboratorio, aprobada
y promulgada por el Instituto Nacional de Salud. El disefio experimental
(077/2016) fue aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales Experimentales (CICUAE) del Departamento de Biologia, Bioquimica y

Farmacia.
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RESULTADOS
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3. Resultados
3.1 Pesos corporales y consumos de agua y alimento

La Tabla 3.1 muestra distintos parametros obtenidos de las madres
(ganancia de peso durante la gestacion y duracion de la misma) y sus crias
(ndamero total, nimero de hembras y machos, y peso corporal en los DPN 45y
90). No se detectaron diferencias estadisticamente significativas en el peso
corporal entre los distintos grupos de madres durante toda la gestacién. No se
evidenciaron diferencias significativas en el tiempo gestacional y en el nimero de
crias obtenidas. Tampoco se observaron malformaciones teratogénicas visibles
en ninguno de los grupos analizados. En la Fig. 3.1 se representa el aumento de
peso corporal de las crias en los DPN 1, 4, 7, 10, 13, 16, 19 y 21, indicativos de
la evolucién de la prefiez, del desarrollo y de madurez fetal (Fig. 3.1 A), y el
consumo de alimento y agua de las madres durante la gestacion y la lactancia

(Fig. 3.1 By Fig. 3.1 C).
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Grupo de control A B
n=8 n=10 n=9

Peso corporal de las madres (g)
DGO 276.3+13.3 300.8 +28.7 299.8+8.8
Aumento de peso (g)
DG 0-3 17.7+4.2 9.25+4.1 13.8+2.2
DG 3-6 9.3+£35 8517 54+16
DG 6-9 6.7+3.9 72+12 54+15
DG 9-12 15.3+4.2 17527 17.2+26
DG 12-15 14719 16.7+£4.9 13421
DG 15-18 32.7+8.1 285+24 25.2+20
DG 18-20 253+6.9 27.0+£27 254+31
DG 0-20 122.3+£19.2 114.8£8.0 105.8£7.7
Periodo gestacional (dias) 22.0+0 22.0+0 22.0+0
NUmero de crias
Hembras 43+1.9 58+1.0 42+1.0
Machos 6.3+0.7 3.7+0.6 3.6+0.9
Total 10.7+£2.3 95+1.2 7.8+13
Peso DPN 45 (g)
Hembras 173.3+9.1 161.6 £5.0 126.3+7.4
Machos 198.8 £9.5 195.4 +£3.9 173.6+7.4
Peso DPN 90 (g)
Hembras 280.3£10.3 2625+7.6 2725+7.6
Machos 412.3 +18.7 408.2 + 8.5 398377

Los valores son expresados como las medias + EE.
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Fig. 3.1: A) Pesos corporales de las crias macho y hembra en DPN=1,4,7, 10, 13, 16, 19y
21. B) Consumo de alimento de los grupos experimentales (A y B) y controles registrado
en las madres durante la gestacion y la lactancia. C) Consumo de agua diario de las
madres durante la gestacion y la lactancia. Todos los datos se expresan como la media +
EE. DPN: dia nosnatal DG: dia de aestacién DPG: dia nosaestacional.
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No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los pesos
de las crias expuestas en los DPN 1, 4, 7, 10, 13, 16, 19 y 21, en comparacion
con el grupo control (Fig. 3.1 A). Tampoco se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el consumo de alimento ni en la ingesta de
agua durante la gestacion y la lactancia en las madres expuestas a ambas
combinaciones de iAs/F, en comparacion con el grupo control (Fig. 3.1 By 3.1
C).

Con respecto al consumo de agua y alimento, el aumento significativo
observado en la etapa posnatal, es debido a que las madres necesitan ingerir
mayor cantidad de agua para poder producir la leche materna, y adicionalmente,
las crias comienzan a beber agua junto a sus madres hasta el dia del destete.

Con respecto a las crias, existi6 un aumento paulatino de peso corporal
en todos los animales, y no se observaron diferencias significativas de las crias
expuestas con respecto a las controles (Tabla 3.1 y Fig. 3.1). Tampoco se
observaron diferencias significativas en los consumos de alimento ni en la
ingesta de agua durante la etapa gestacional en las madres (Dominguez y col.,

2021).

Resumen

La co-exposicion a la combinacion de iAs/F no produjo variaciones en el
consumo de alimento ni agua de las madres durante el periodo
gestacional. Tampoco provoco alteracién en la duracion de la gestacion, en el
namero de crias, ni en su crecimiento. No se observaron efectos teratogénicos

visibles en las crias co-expuestas.
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3.2 Evaluaciones neuroconductuales

3.2.1. Reflejos sensoriomotores

Luego de la exposicion, y cuando las crias de ratas expuestas y controles
cumplieron 3 dias, se comenzaron los estudios para evaluar los reflejos
sensoriomotores, hasta el DPN que lo adquirieron. Cuando se analizaron las
pruebas de desarrollo sensoriales y motoras (Fig. 3.2), el ANOVA de dos vias
detectd diferencias significativas entre los grupos en el reflejo de enderezamiento
(Fes54=4.91, p<0.01). Las comparaciones post hoc mostraron que la exposicion
durante la etapa gestacional y la lactancia produce un retraso significativo en el
desarrollo del reflejo de enderezamiento en las crias hembra (p<0.01, en ambas
combinaciones), mientras que no se observaron diferencias significativas en las

crias macho (Fig. 3.2 A).

Cuando se analizé el reflejo de aversion al precipicio, el ANOVA de dos vias
también detect6 diferencias significativas entre los grupos (F(s4=10.02,
p<0.001). Las comparaciones post hoc mostraron que la exposicion a la

combinacién B retrasé el desarrollo de este reflejo en ratas hembra (p<0.05).

Por otro lado, los machos expuestos a ambas combinaciones presentaron un

retraso en la adquisicién de la aversion al precipicio (p<0.01) (Fig. 3.2 B).

En el analisis de datos del reflejo de geotaxis negativa mediante ANOVA de dos
vias, se detectaron diferencias entre los grupos (F;s4=9.91, p<0.001). Las
comparaciones post hoc mostraron que las ratas hembra expuestas a ambas
combinaciones tuvieron retraso en la maduracion del reflejo (p<0.01). En el caso
de las crias macho, so6lo los expuestos a la combinacién A tuvieron un retraso en

la adquisicion de este reflejo (p<0.01) (Fig. 3.2 C).
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Fig. 3.2: DPN en el cual las crias adquirieron: A) el reflejo de enderezamiento, B) la

aversion al precipicio y C) la geotaxis negativa. Los valores son expresados como la media
+ FF. n= 10 hembras v machos. *n<0.05. **n<0.01 comnarado con el aruno control.
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Respecto al tiempo de apertura de los ojos en las crias, el ANOVA de dos
vias revel6 diferencias significativas entre los grupos (Fs4=16.26, p<0.001). Las
comparaciones post hoc mostraron que la exposicion a ambas combinaciones de
iAs/F produjo un retraso significativo en la apertura de los ojos en las crias de
ambos sexos (p<0.01 y p<0.05 para hembras y machos, respectivamente,
expuestos a la combinacién A y p<0.001 para hembras y machos expuestos a la

combinacion B) (Tabla 3.2).

Analizando la apertura de los canales auditivos, el ANOVA de dos vias
revel6 diferencias significativas entre los grupos (F(s4=34.09, p<0.001). Las
comparaciones post hoc demostraron que la exposicién de las crias macho y
hembra a ambas combinaciones de iAs/F produjo un retraso significativo en la

apertura de los mismos (p<0.001).

Tabla 3.2: DPN en el cual las crias controles y experimentales abrieron los ojos y los canales
auditivos.

Control A B
Apertura de ojos (dias)
Hembras 13.2+0.2 14.4 £ 0.3** 14.6 + 0.2%**
Machos 13.5+0.2 14.3 + 0.4* 15.0 £ 0.2***
Apertura de oreja (dias)
Hembras 11.2+0.1 13.2 + 0,3*** 12.9 £ 0.3%**
Machos 11.2+0.1 13.0 £ 0.3*** 12.9 +0.3***

Los valores son expresados como la media £+ EE. n= 8-10 hembras y machos. *p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001 comparado con el grupo control.

Resumen

Las crias hembra co-expuestas a ambas combinaciones mostraron un
retraso en el desarrollo del reflejo de enderezamiento. En el reflejo de aversion al
precipicio, se observd un retraso en las crias hembra expuestas a la
combinacién B y en las crias macho expuestas a ambas combinaciones. Las

crias hembra expuestas a ambas combinaciones y los machos expuestos
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expuestos a la combinacion A, demostraron un retraso en la maduracién del
reflejo de geotaxis. Se registr6 un significativo retraso en la apertura de ojos y

canales auditivos en las crias de ambos sexos y en ambas combinaciones.

3.2.2. Bateria de observaciones funcionales (BOF)

Cuando las crias expuestas y controles cumplieron 45 dias de edad, a un
n=8 se las evalud integralmente, a través de una BOF. En la Tabla 3.3 se
muestran los resultados obtenidos en esta prueba en las crias de 45 dias de
edad. Los parametros analizados no mostraron diferencias significativas entre

los grupos expuestos y los grupos controles.

A otro grupo de crias, se les realiz6 la BOF cuando fueron adultas. Los
resultados obtenidos en las crias de 90 dias de edad se muestran en la Tabla
3.4. Como se muestra en la tabla, en la respuesta del reflejo nociceptivo, se
observaron diferencias significativas entre los grupos en las crias hembra
(x%,=20.73, p<0.001) y machos (xx,=14.76, p<0.001). En los grupos tratados con
ambas combinaciones se observo una menor respuesta al dolor en comparacion
con la del grupo control respectivo (p<0.01). El resto de los parametros
analizados en la BOF no mostraron diferencias significativas entre los grupos

analizados.
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Tabla 3.3: Parametros evaluados durante las sesiones de la BOF realizadas en crias hembra (?),

y machos (&) de 45 dias de los grupos controles y experimentales.

Para Control | A | B Control A B
ardmetros

? 3
En la caja
Postura normal del cuerpo (D) 100 100 100 100 100 100
Actividad (O) 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Péarpados (O) 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Convulsiones (D) 0 0 0 0 0 0
Mordisqueo (D) 0 0 0 0 0 0
Vocalizacién (B) 0 0 0 0 0 0
Fuera de la caja
Facilidad remocién (O) 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Reactividad a la manipulacién(O) 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Salivacion (O) 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Lagrimeo (O) 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Apariencia del pelo normal (D) 100 100 100 100 100 100
Reflejo prensil (B) 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Marcha normal (D) 100 100 100 100 100 100
Postura normal (D) 100 100 100 100 100 100
Estereotipias (D) 1 1 1 1 1 1
Movimientos inusuales (D) 1 1 1 1 1 1
Bolos fecales (C) (N°) 0.2+0.2 0.5+0.2 0.7+0.5 0.7+0.5 0.9+0.3 0.8+0.3
Manchas de orina (C) (N°) 0.4+0.3 0.6+0.4 0 0.4+0.3 0.6+0.3 0.4+0.3
Diarrea (B) 0 0 0 0 0 0
Respuestas y reflejos
Respuesta auditiva (O) 2.10 2.05 2.00 2.00 2.00 2.10
Respuesta visual (O) 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Respuesta téctil (O) 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Respuesta al dolor (O) 2.05 2.25 2.25 1.90 2.10 2.20
Reflejo pupilar (B) 100 100 100 100 100 100
Reflejo palpebral (B) 100 100 100 100 100 100
Reflejo pinnal (B) 100 100 100 100 100 100
Reflejo flexor (B) 100 100 100 100 100 100
Reflejo extensor (B) 100 100 100 100 100 100
Reflejo del salto (B) 100 100 100 100 100 100
Reflejo propioceptivo (B) 100 100 100 100 100 100
Ext. miembros anteriores (B) 100 100 100 100 100 100
Ext. miembros posteriores (B) 100 100 100 100 100 100
Enderezamiento en superficie (O) 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Enderezamiento aéreo(O) 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Separacion miembros posteriores | o0, | 59105 | 40404 | 57404 | 51405 | 52402
al caer(C)(cm)

Ref.: Datos binarios (B) y descriptivos (D) expresados como porcentaje de incidencia (test de xz);
datos ordinales (O) como el puntaje promedio de la escala utilizada (test de Kruskal-Wallis y Mann-
Whitney) y datos continuos (C) como valor promedio £EE. (ANOVA factorial).
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Tabla 3.4: Pardmetros evaluados durante las sesiones de la BOF realizadas en crias hembra (?),

y machos (3) de 90 dias de los grupos controles y experimentales.

Parametros Control [ A | B Control [ A B
? 3
En la caja
Postura del cuerpo normal (D) 100 100 100 100 100 100
Actividad (O) 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Parpados (O) 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Convulsiones (D) 0 0 0 0 0 0
Mordisqueo (D) 0 0 0 0 0 0
Vocalizacién (B) 0 0 0 0 0 0
Fuera de la caja
Facilidad de remocién(O) 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Reactividad a la manipulacién(O) 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Salivacion (O) 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Lagrimeo (O) 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Apariencia del pelo normal (D) 100 100 100 100 100 100
Reflejo prensil (B) 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Marcha normal (D) 100 100 100 100 100 100
Postura normal (D) 100 100 100 100 100 100
Estereotipias (D) 1 1 1 1 1 1
Movimientos inusuales (D) 1 1 1 1 1 1
Bolos fecales (C) (N°) 0.8+0.4 0.7£0.3 | 0.740.2 | 1.5+#0.5 2.5+0.6 1.3+0.6
Manchas de orina (C) (N°) 0.2+0.1 0 0 2.3x0.4 1.5+0.4 2.0£0.6
Diarrea (B) 0 0 0 0 0 0
Respuestas y reflejos
Respuesta auditiva (O) 2.00 2.13 2.00 2.00 2.00 2.00
Respuesta visual (O) 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Respuesta téctil (O) 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 1.92
Respuesta al dolor (O) 2.00 1.30* 1.00* 1.75 1.15% 1.11*
Reflejo pupilar (B) 100 100 100 100 100 100
Reflejo palpebral (B) 100 100 100 100 100 100
Reflejo pinnal (B) 100 100 100 100 100 100
Reflejo flexor (B) 100 100 100 100 100 100
Reflejo extensor (B) 100 100 100 100 100 100
Reflejo del salto (B) 100 100 100 100 100 100
Reflejo propioceptivo (B) 100 100 100 100 100 100
Ext. miembros anteriores (B) 100 100 100 100 100 100
Ext. miembros posteriores (B) 100 100 100 100 100 100
Enderezam. en superficie (O) 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Enderezamiento aéreo (O) 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Separacion miembros posteriores 58:0.3 | 4.3:+0.4 | 51+0.4 | 56+0.4 | 54+0.3 | 6.4+0.5
al caer(C)(cm)

Ref.: Datos binarios (B) y descriptivos (D) expresados como porcentaje de incidencia (test de
xz); datos ordinales (O) como el puntaje promedio de la escala utilizada (test de Kruskal-Wallis y
Mann-Whitney) y datos continuos (C) como valor promedio +EE. (ANOVA factorial). *p<0.01 con
respecto al grupo control
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Resumen

En las crias de 90 dias co-expuestas a ambas combinaciones, se
observd una disminucion significativa en la respuesta del reflejo nociceptivo en

ambos sexos.

3.2.3. Evaluacion de la actividad locomotora

Las mismas ratas de 45 dias, evaluadas anteriormente, se sometieron a
la prueba del campo abierto. Analizando el nimero de cuadrados atravesados
por las crias de 45 dias de edad durante los 15 min totales en el OF, el ANOVA
de dos vias mostro diferencias significativas entre grupos (Fs4=6.71, p<0.005)
e interaccion entre grupo*sexo (F2,54=7.13, p<0.005). Las
comparaciones post hoc mostraron que las ratas hembra expuestas ala
combinacién A exhibieron una disminucion significativa de la cantidad de
cuadrados cruzados en comparacion con el grupo control (p<0.01), mientras que
las hembras expuestas a la combinacibn B mostraron un incremento
significativo en los cuadrados cruzados en comparacion con el grupo control
(p<0.05). En los resultados correspondientes a las crias macho no se
encontraron diferencias significativas en la cantidad de cuadrados atravesados
en los 15 min totales, respecto al grupo de las crias control. Cuando se analiz6 el
namero de cuadrados cruzados por las crias en cada periodo de 5 minutos, el
ANOVA de medidas repetidas mostré diferencias significativas entre los grupos
(F254=9.956, p <0.001). Todos los grupos mostraron una mayor actividad
locomotora durante el primer periodo de 5 minutos que luego fue disminuyendo
significativamente en el segundo y tercer periodo, indicando que todos los
animales se habituaron al campo abierto (p<0.05 para todas las comparaciones)

(Fig. 3.3).
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Respecto al numero de rearings (otro parametro de actividad
locomotora), en los 15 min totales, el ANOVA de dos vias ho mostré diferencias
significativas entre los grupos y entre los sexos, en comparacién con el grupo
control. Cuando se analizé el numero de rearings realizados por las crias en
cada periodo de 5 minutos, el ANOVA de medidas repetidas mostré diferencias
significativas entre los grupos (F@s4=721,79, p <0.001). Todos los grupos
mostraron un mayor nimero de rearings durante el primer periodo de 5 minutos
que luego fue disminuyendo significativamente en el segundo y tercer periodo,
indicando que todos los animales se habituaron al campo abierto (p<0.05 para

todas las comparaciones) (Fig. 3.3).

El nimero de groomings y cantidad de bolos fecales, considerados como
pardmetros de emocionalidad, no revelaron diferencias estadisticamente

significativas entre el grupo control y los experimentales (datos no mostrados).
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Fig. 3.3: Actividad locomotora evaluada en el OF en ratas hembra y machos de 45 dias.
Los datos expresados reflejan la media + EE. (n=10) correspondiente al nimero de
cuadrados atravesados y al niUmero de rearings registrados en cada periodo de 5 minutos
y en los 15 minutos totales. *p<0.05 a los 10 y 15 min, comparado con el nimero de
cuadrados cruzados y el numero de rearings realizados durante los primeros 5 min.
*p<0.05, **p<0.01 en los totales comparados con el grupo control.
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Las mismas crias adultas evaluadas en la BOF, fueron utilizadas para
realizar la prueba de campo abierto. Analizando el numero de cuadrados
atravesados por las ratas de 90 dias de edad durante los 15 min totales en el
OF, el ANOVA de dos vias mostré diferencias significativas entre los grupos
(F(2,54=9.956, p<0.001). Las comparaciones post hoc mostraron que las ratas de
ambos sexos expuestas a la combinacion B mostraron un aumento significativo
en los cuadrados cruzados en comparacion con el grupo control, indicando un
aumento en la actividad locomotora horizontal (p<0.002) (Fig. 3.4). Cuando se
compar6 el nimero de cuadrados cruzados en cada periodo de 5 minutos, el
ANOVA de medidas repetidas mostré diferencias significativas entre los grupos
(F(254=200.56, p<0.001). Todos los grupos mostraron una mayor actividad
locomotora durante el primer periodo de 5 minutos que luego fue disminuyendo
significativamente en el segundo y en el tercer periodo (p<0.01 para todas las

comparaciones).

En cuanto al numero de rearings, el ANOVA de dos vias mostro
diferencias significativas entre los grupos (F(54=21.55, p<0.001) y entre sexos
(Fa54=5.487, p<0.02). Las comparaciones post hoc mostraron que las crias
expuestas a ambas combinaciones exhibieron un aumento significativo en el
namero de rearings en comparacion con el grupo control (p<0.002 para ambas
combinaciones y sexos). También se analizé el nimero de rearings en periodos
de 5 min para evaluar la habituacion. El ANOVA de medidas repetidas mostro
diferencias significativas dentro del grupo (F(54=333.54 p<0.001). Todos los
grupos mostraron un mayor numero de rearings durante el primer periodo de 5
min, con una disminucion en el segundo y tercer periodo (p<0.01 para todas las

comparaciones) (Fig. 3.4).
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El numero de groomings y cantidad de bolos fecales, no revelaron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo control y los grupos experimentales

(datos no mostrados).
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Fig. 3.4: Numero de cuadrados cruzados y rearings registrados en el OF cada 5 min 'y
en un total de 15 min. en ratas de 90 dias. Los datos representan la media + EE. n= 10
animales por grupo. *p<0.01 comparado con el numero de cuadrados cruzados y el
namero de rearings realizados durante los primeros 5 min, **p<0.002 comparado
con el grupo control.
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Resumen

Las crias hembra de 45 dias de edad co-expuestas a la combinacion A,
evidenciaron una disminucién en la actividad locomotora, mientras que las
expuestas a la combinacion B, mostraron un efecto contrario, con un aumento en
la actividad. En las crias de 90 dias, la co-exposicion a la combinacion B produjo
un aumento en la actividad locomotora horizontal en ambos sexos. Con respecto
a la actividad locomotora vertical en estas crias expuestas a ambas
combinaciones, se observ6 un aumento en numero de rearings en ambos

SEXos.

3.2.4. Evaluacion de la ansiedad

En las crias de 45 dias de edad, el ANOVA de dos vias mostro
diferencias significativas entre los grupos (Fs4=5.473, p<0.01) en el porcentaje
de tiempo de permanencia en los brazos abiertos. Las comparaciones post hoc
mostraron que las crias hembra expuestas a ambas combinaciones,
permanecieron mas tiempo en los brazos abiertos en comparacion con el grupo
control (p<0.05). En cambio, solo los machos expuestos a la combinaciéon B
permanecieron mas tiempo en los brazos abiertos en comparacion con el grupo

control (p<0.05) (Fig. 3.5).

Respecto al porcentaje de entradas en los brazos abiertos, el ANOVA de
dos vias mostr6 diferencias significativas entre los grupos (F(s4=3.87, p<0.05).
Las comparaciones post hoc mostraron que las crias hembra expuestas a ambas
combinaciones de iAs/F exhibieron un aumento significativo en el porcentaje de
entradas en los brazos abiertos, en comparacion con el grupo control (p<0.05 y

p<0.01,para la combinacion A y B, respectivamente). Los machos expuestos a
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ambas combinaciones no mostraron diferencias significativas con respecto

control en el porcentaje de entradas a los brazos abiertos (Fig. 3.5).

al

70

Tiempo permanencia en brazos
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Control A B
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Fig. 3.5: Porcentajes de tiempo de permanencia y entradas en los
brazos abiertos medidos en el Plus Maze en crias hembra y macho de
45 dias. Los datos representan la media + EE. n=10 por grupo por
edad y sexo. *p<0.05, **p<0.01 con respecto al control.
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En las crias de 90 dias de edad, el ANOVA de dos vias mostro
diferencias significativas entre los grupos (F(s4=12.857, p<0.001) en el
porcentaje de tiempo de permanencia en los brazos abiertos. Las comparaciones
post hoc mostraron que las crias de ambos sexos expuestas a las
combinaciones A y B permanecieron mas tiempo en los brazos abiertos en
comparacion con el grupo control (p<0.01 y p<0.05 para las combinaciones A y
B, respectivamente, en las hembras, y p<0.01 para las combinaciones Ay B en

los machos) (Fig. 3.6).

Respecto al porcentaje de entradas en los brazos abiertos, el ANOVA de
dos vias mostro diferencias significativas entre los grupos (Fs4=12.169,
p<0.001). Las comparaciones post hoc mostraron que las crias de ambos sexos
expuestas a las combinaciones A y B exhibieron un aumento significativo en el
porcentaje de entradas en los brazos abiertos, en comparacién con el grupo

control (p<0.01 y p<0.05, para hembras y machos, respectivamente) (Fig. 3.6).
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Fig. 3.6: Porcentaje de tiempo de permanencia y porcentaje
de entradas en los brazos abiertos medidos en el Plus Maze
en crias hembra y macho de 90 dias. Los datos representan
la media + EE. n=10 por grupo. *p<0.05, **p<0.01 con
respecto al control.

Resumen

Nuestros resultados mostraron que la co-exposicibn a ambas
combinaciones de iAs/F, provoco en las crias hembra de 45 dias, un aumento en
la permanencia y en las entradas a los brazos abiertos, mientras que en los
machos expuestos a la combinacion B, so6lo se observd un aumento en la

pemanencia en dichos brazos. En el caso de las crias adultas expuestas a
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ambas combinaciones, se registr6 un aumento en la permanencia y en las

entradas a los brazos abiertos en ambos sexos.
3.2.5. Evaluacion de la memoria de cortay larga duracidon

Los resultados obtenidos en las pruebas no paramétricas, mostraron una
diferencia significativa en las crias hembra de 45 dias en la retencion de la MCD

y MLD (X°»=10.1, p <0.01) y (x*»=6.0, p<0.05), respectivamente.

En las hembras expuestas a ambas combinaciones se puede observar
una disminucién significativa en la latencia para bajar de la plataforma a los 90
min después del choque eléctrico (MCD), con respecto al grupo control (p<0.005
y p<0.05, para A y B respectivamente). Por otra parte, s6lo de observé una
disminucion significativa en la latencia a las 24 h posteriores al shock eléctrico
(MLD) en las crias expuestas a la combinacion A (p<0.05). No se encontraron
diferencias significativas en las latencias a las 24 hs de las hembras expuestas a

la combinacion B (Fig. 3.7).

Los resultados obtenidos en las crias macho de 45 dias, mostraron
diferencias significativa en las latencias a los 90 min y 24 h posteriores al choque
eléctrico (x°»=13.98, p<0.001) y (x°»=13.92, p<0.001), respectivamente. En las
comparaciones post hoc, se observé una disminucién significativa en las
latencias a los 90 min y a las 24 h en ambas combinaciones, con respecto al
grupo control (p<0.005 para ambas combinaciones a los 90 min, p<0.05 para la
combinacién A y p<0.005 para la combinacién B, respectivamente, a las 24 h

(Fig. 3.7).
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Fig. 3.7: Latencias medidas durante la sesién de entrenamiento (0 min) y
las sesiones de prueba para la evaluacion de MCD (90 min después del
entrenamiento) y MLD (24 h después del entrenamiento), realizadas en
crias de 45 dias de edad. Los datos representan la latencia en segundos
de la mediana; y las lineas corresponden a los rangos intercuartiles (25-
75). n=9 por grupo. *p<0.05, **p<0.005 con respecto al grupo control.

Los resultados obtenidos en las pruebas no paramétricas en las crias
hembra de 90 dias, mostraron diferencias significativas en las latencias a los 90
min después del shock eléctrico (x°»=12.3, p<0.01). Se evidenci6 una

disminucion significativa en las crias expuestas a ambas combinaciones en la
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latencia para bajar de la plataforma a los 90 min, con respecto al grupo control
(p<0.01). Por otra parte, no de observé una variacion estadistica significativa en
las latencias a las 24 h en ninguno de los grupos tratados con respecto al grupo

control (Fig. 3.8 A).

Los resultados de las pruebas no paramétricas obtenidos en los machos de 90
dias, mostraron diferencias significativas entre las latencias registradas a los 90
min y a las 24 h (x°=5.85, p<0.001) y (x°»=13.92, p<0.001), respectivamente.).
Como se puede observar en la Fig. 3.8 B, se registr6 una disminucién
significativa en los tiempos de latencia registrados a los 90 min y a las 24 h, sélo
en las crias macho expuestas a la combinacién B, con respecto al grupo control

(p<0.01) (Fig. 3.8 B).
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Fig. 3.8 A: Latencias medidas durante la sesion de
entrenamiento (0 min) y las sesiones de prueba para la
evaluacién de MCD (90 min después del entrenamiento) y
MLD (24 h después del entrenamiento) en las hembras de
90 dias de edad. Los datos representan la latencia en
segundos de la mediana; y las lineas corresponden a los
rangos intercuartiles (25-75). n=9 por grupo. *p<0.01 con
respecto al grupo control.
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Fig. 3.8 B: Latencias medidas durante la sesion de entrenamiento
(0 min) y las sesiones de prueba para la evaluacion de MCD (90
min después del entrenamiento) y MLD (24 h después del
entrenamiento) en los machos de 90 dias de edad. Los datos
representan la latencia en segundos de la mediana; y las lineas
corresponden a los rangos intercuartiles (25-75). n=9 por grupo.
*p<0.01 con respecto al grupo control.

Resumen

Las crias hembra y macho de 45 dias expuestas a ambas combinaciones,
mostraron una pérdida en la retencion de la MCD y de la MLD. En el caso de las
crias hembra de 90 dias, la co-exposicién a las combinaciones Ay B, produjo un
deterioro en la retencién de la MCD, sin alterar la MLD. Los machos de 90 dias
expuestos a la combinacion B tuvieron una menor retencion de la MCD y de la

MLD.
3.2.6. Evaluacion de memoria de reconocimiento

Con respecto al andlisis estadistico realizado en las crias de 45 dias de
edad, los resultados estadisticos obtenidos en la Prueba T para los diferentes

grupos y sexos, evidenciaron un aumento en el porcentaje de exploracion, en
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comparacion con la etapa de familiarizacion de cada uno (p<0.05) (Fig. 3.9, 3.10

y 3.11).
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Fig. 3.9: A) Trayectos realizados por una cria hembra control de 45 dias durante la
sesion de familiarizacion (izquierda) y durante la sesion de prueba, donde uno de los
objetos es reemplazado (derecha). (B) Tiempo de permanencia e interaccién (C) Mapa
de calor que representa la posicién del animal en el arena experimental (rojo=mas
tiempo, azul=menaos tiempo).
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Fig. 3.10: A) Trayectos realizados por una cria hembra de 45 dias expuesta a la
combinacién B durante la sesién de familiarizacion (izquierda) y durante la sesion de
prueba, donde uno de los objetos es reemplazado (derecha). (B) Tiempo de
permanencia e interaccién (C) Mapa de calor que representa la posicion del animal
en el arena experimental (rojo=mas tiempo, azul=menos tiempo).
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Fig. 3.11: Porcentaje de tiempo de exploracion en el objeto novedoso en crias
hembra y macho de 45 dias. Los datos representan la media + EE. n=10 por
grupo. *p<0.05 con respecto a la etapa de familiarizacion.

Con respecto al analisis estadistico realizado en las crias de 90 dias de edad, los
resultados estadisticos obtenidos en la Prueba T, evidenciaron un aumento en el
porcentaje de exploracion de los grupos controles de ambos sexos, en las hembras
expuestas a la combinacién A y en los machos expuestos a la combinacién B, en

comparacion con la sesion de familiarizacion (p<0.05) (Fig. 3.12, 3.13 y 3.14).
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Fig. 3.12: A) Trayectos realizados por una cria macho control de 90 dias durante la
sesion de familiarizacion (izquierda) y durante la sesion de prueba (derecha). (B)
Tiempo de permanencia e interaccion (C) Mapa de calor que representa la posicién
del animal en el arena experimental (rojo=mas tiempo, azul=menos tiempo).
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Fig. 3.13: A) Trayectos realizados por una cria macho de 90 dias expuesta a la
combinacién B durante la sesion de familiarizacién (izquierda) y durante la sesién de
prueba, donde uno de los objetos es reemplazado (derecha). (B) Tiempo de
permanencia e interaccion (C) Mapa de calor que representa la posicion del animal en
el arena experimental (rojo=mas tiempo, azul=menos tiempo).
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Fig. 3.14: Porcentaje de tiempo de exploracion en el objeto novedoso en crias
hembra y macho de 90 dias. Los datos son expresados como media + EE. n=
8-10 por grupo. *p<0.05 con respecto a la etapa de familiarizacion.
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Resumen

Nuestros resultados demostraron que en las hembras de 90 dias co-
expuestas a la combinacion B y en los machos co-expuestos a combinacion A, el
porcentaje de exploracion de la sesidén de prueba no difirié significativamente con

respecto al porcentaje registrado en la sesion de familiarizacion.

3.2.7. Evaluacién de la depresion

Los resultados obtenidos en las crias de 45 dias obtenidos en el ANOVA
de dos vias indicaron diferencias significativas entre los grupos, en el tiempo de
escalada (F(44=14,836, p<0.001) y entre los sexos (F,44=5.014, p<0.05). Las
comparaciones post hoc mostraron que las crias hembra expuestas a ambas
combinaciones, presentaron una disminucion significativa en los tiempos de
escalada en comparacién con el grupo de control (p<0.05 con la combinacion A
y p<0.001 con la combinacién B). Con respecto al tiempo de nado, el ANOVA de
dos vias revel6 diferencias significativas entre los grupos (F(.4=18.138,
p<0.001). Las comparaciones post hoc mostraron que las crias hembra
expuestas a ambas combinaciones, presentaron un aumento-significativo en los
tiempos de nado, en comparacién con el grupo de control (p<0.001). Cuando
evaluamos el tiempo de inmovilidad, el ANOVA de dos vias mostré que existen
diferencias significativas entre los grupos (F(44=6.478, p<0.01). Las
comparaciones post hoc evidenciaron que las crias hembra expuestas a la
combinacién B, presentaron un aumento significativo en el tiempo de

inmovilidad, en comparacion con el grupo de control (p<0.05) (Fig.3.15).
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Fig. 3.15: Tiempos registrados en las crias de 45 dias en los pardmetros evaluados
en la prueba de nado forzado. Los valores son expresados como la media + EE. n=7-
10 hembras y machos. *p<0.05, ** p<0.001 comparado con el arupo control.
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Los resultados de las crias adultas de 90 dias obtenidos en el ANOVA de
dos vias indicaron que existen diferencias significativas entre los grupos en el
tiempo de nado y el tiempo de inmovilidad (Fs4=5.183, p<0.01 y Fs54=4.02,
p<0.05), respectivamente. Las comparaciones post hoc mostraron que las crias
hembra expuestas a la combinacion B, presentaron una disminucién significativa
en los tiempos de nado, y un aumento en los tiempos de inmovilidad en
comparacion con el grupo de control (p<0.05). Con respecto al tiempo de lucha o
escalada, no se observaron diferencias significativas en ninguno de los grupos
expuestos con respecto al grupo control. En el caso de los machos, no se
observaron diferencias significativas en los tiempos de lucha, de nado y en el

tiempo de inmovilidad en las crias expuestas a las combinaciones A y B. (Fig.

3.16 y 3.17).
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Fig. 3.16: Tiempos registrados en las crias de 90 dias en el tiempo de escalada en
la prueba de nado forzado. Los valores son expresados como la media + EE. n=10
hembras y machos.
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Fig. 3.17: Tiempos registrados en las crias de 90 dias en los tiempos de nado e
inmovilidad evaluados en la prueba de nado forzado. Los valores son expresados
como la media + EE. n=10 hembras y machos. *p<0.05 comparados con los grupos
controles.

Resumen

Las crias hembra de 45 dias co-expuestas a ambas combinaciones,
demostraron una disminucién significativa en los tiempos de escalada, con un
aumento significativo en los tiempos de nado e inmovilidad. Con respecto a los
animales de 90 dias, las crias hembra expuestas a la combinacion B, registraron

una disminucién en el tiempo de nado y un aumento en el tiempo de inmovilidad.
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3.3. Determinaciones neuroquimicas

3.3.1. Marcadores de estrés oxidativo

3.3.1.1. Ensayo de catalasa (CAT)

El ANOVA de dos vias del ensayo de CAT en la CPF en ratas de 45 dias
de edad, mostro diferencias significativa entre los grupos (F24=9.342, p<0.001).
Las comparaciones post hoc mostraron una disminucion significativa de la
actividad de CAT en la corteza de las crias hembra y macho expuestas a la
combinacién B, con respecto al grupo control (p<0.05 y p <0.01 respectivamente)

(Fig. 3.18).

Al evaluar los resultados estadisticos del ensayo de CAT en el CPu, el ANOVA
de dos vias mostro diferencias significativas entre grupos (F24=7.734, p<0.01)
y entre los sexos (F1,24=4.956, p<0.05). Las comparaciones post hoc mostraron
una disminucién significativa de la actividad de CAT en las crias hembra y

macho expuestos a la combinacién B (p<0.05) (Fig. 3.18).

Con respecto a lo que sucede en el HPC, el ANOVA de dos vias mostré
diferencias significativas entre grupos (F.4=5.568 p<0.01) e interaccion grupo
*sex0 (F(224=3.753, p<0.05). Las comparaciones post hoc evidenciaron en las
hembras y los machos una disminucion significativa de la actividad de CAT en
las crias expuestas a la combinaciébn B, en comparacion al grupo control

(p<0.05) (Fig. 3.18).
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Fig. 3.18: Actividades de CAT en las areas cerebrales de ambos
sexos de ratas de 45 dias. Los valores se muestran como las medias
+ EE. n=5. *p<0.05, **p<0.01 en comparacion con el grupo de control.
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En crias de 90 dias, analizando los datos de CAT de la CPF, el ANOVA
de dos vias mostro diferencias significativas entre grupos (F2,24=43.0, p<0.001),
sexos (Fu,24=7.25, p<0.05) e interaccion grupo*sexo (F,24=21.44, p<0.001). Las
comparaciones post hoc evidenciaron una disminucion significativa de la
actividad de CAT en dicha area en las crias hembra expuestas a ambas
combinaciones, con respecto al grupo control (p<0.001) (Fig. 3.18). No se
observaron diferencias significativas en los machos expuestos a las
combinaciones evaluadas.

El ANOVA de dos vias realizado sobre los resultados obtenidos en el
CPu, mostro diferencias significativas entre los grupos (F24=26.45 p<0.001) y
sexos (Fu.24=12.086, p <0.01). Las comparaciones post hoc mostraron una
disminucién significativa de la actividad de CAT en las crias de ambos
sexos expuestas a ambas combinaciones (p<0.01) (Fig. 3.19).

Al evaluar los resultados en el HPC, observamos que el ANOVA de dos
vias mostré diferencias significativas entre grupos (F(24=26.93, p<0.001) e
interaccion entre grupo*sexo (F(.4=12.086, p<0.05). Las comparaciones post
hoc exhibieron una disminucién significativa de la actividad de CAT en las crias
hembra expuestas a ambas combinaciones (p<0.001). En los machos, se
observo una disminucién significativa de la actividad de CAT sélo en las crias

expuestas a la combinacién B (p<0.05) (Fig. 3.19).
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Resumen

Nuestros resultados demostraron que las crias de 45 dias de ambos sexos
expuestas a la combinacion B, registraron una disminucion de la actividad de
CAT en las tres areas cerebrales estudiadas. En el caso de las crias de 90 dias,
este mismo efecto en las crias hembra expuestas a ambas combinaciones y en
las tres areas. En el caso de los machos adultos, se observaron diferencias en
los niveles de CAT en las distintas areas cerebrales. En los expuestos a ambas
combinaciones la actividad de la CAT disminuy6 en el CPu, y en los expuestos a

la combinaciéon B disminuy6 en HPC.

3.3.1.2. Determinacioén de tioles totales

Al evaluar los resultados estadisticos obtenidos en las diferentes areas de las
crias de 45 dias, se demostré que el ANOVA de dos vias no revel6 diferencias

significativas entre los grupos y entre los sexos (Fig.3.20 Ay 3.20 B).
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Fig. 3.20 A: Contenido de tioles totales en CPF y CPu en ratas de 45 dias de ambos
sexos. Los valores se muestran como las medias + EE. n=5.
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Fig. 3.20 B: Contenido de tioles totales en HPC en
ratas de 45 dias de ambos sexos. Los valores se
muestran como las medias + EE. n=5.

Analizando los datos de SH™ en la CPF de los animales de 90 dias, el
ANOVA de dos vias mostro interaccion entre grupo*sexo (F29=4.788, p<0.05).
Las comparaciones post hoc mostraron una disminucién significativa en la
cantidad de SH’ en las crias hembra expuestas a la combinacién B, con respecto

al grupo control (p<0.05) (Fig. 3.21).

Al evaluar los resultados obtenidos en el CPu, el ANOVA de dos vias revel6
diferencias significativas entre los grupos (F.4=3.991, p<0.01). Las
comparaciones post hoc mostraron una disminucién significativa en la cantidad
de SH en las hembras expuestas a ambas combinaciones (p <0.05), con

respecto al grupo control (Fig. 3.21).

En cuanto a la los niveles de SH en el HPC, el ANOVA de dos vias no mostrd

diferencias significativas entre los diferentes grupos y sexos (Fig. 3.21).
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Resumen

Se evidencié una disminucién en el contenido de SH™ en la CPF en las
crias hembra de 90 dias expuestas a la combinacién B. En el CPu, esta

disminucion se registré en las hembras expuestas a ambas combinaciones.

3.3.2. Evaluacion de la via glutamatérgica y colinérgica

3.3.2.1. Evaluacion de la neurotransmisién glutamatérgica

En las crias de 45 dias de edad, el ANOVA de dos vias mostro
diferencias significativas entre los grupos (F24=11.463, p<0.001) en los niveles
de ALT medidos en la CPF. Las comparaciones post hoc mostraron una
disminucién significativa en las crias hembra expuestas a la combinacion B, en
comparacion con el grupo control (p<0.05). En el caso de los machos, en dichas
comparaciones se observd una disminucion significativa en los machos
expuestos a ambas combinaciones, en comparacién con el grupo control

(p<0.01) (Fig. 3.22)

En el CPu, el ANOVA de dos vias mostré diferencias significativas entre sexos
(F126=4,81, p<0.05) en los niveles de ALT. Las comparaciones post hoc
mostraron una disminucion significativa en las crias hembra expuestas a la

combinacién B, en comparacion con el grupo control (p<0.05).

En el HPC, el ANOVA de dos vias mostro diferencias significativas entre grupos
(F2.24=11.442, p<0.001) e interaccion grupo*sexo (F.4=3.599, p<0.05) en los
niveles de esta enzima. Las comparaciones post hoc mostraron un aumento
significativo de la actividad de la enzima en las crias hembra expuestas a la

combinacibn A y una disminucién significativa de actividad en las crias
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expuestas a la combinacion B, en comparacion con el grupo control (p<0.05). En
el caso de los machos, no se observaron diferencias significativas en la actividad

de ALT entre las crias expuestas a ambas combinaciones, con respecto al grupo

control (Fig. 3.22).
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Fig. 3.22: Niveles de ALT en las diferentes areas de las crias
de 45 dias controles y expuestas a la combinacién Ay B. Los
valores se muestran como las medias + EE. n=5.
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En las ratas de 90 dias de edad, el ANOVA de dos vias mostré
diferencias significativas entre grupos (F:.4=13.311, p<0.001) en los niveles de
ALT medidos en la CPF. Las comparaciones post hoc mostraron una
disminucion significativa en las crias de ambos sexos y expuestas a ambas
combinaciones, en comparacion con el grupo control (p<0.05 en las hembras,

p<0.01 en los machos).

En el CPu, el ANOVA de dos vias mostré diferencias significativas entre grupos
(F(2,24=8,442, p<0.001) y sexos (F(,24=15.949, p<0.001) en los niveles de ALT.
Las comparaciones post hoc mostraron una disminucion significativa en las crias
hembra expuesta a las combinaciones A y B en comparacion con el grupo
control (p<0.01 para la combinacién A y p<0.05 para la combinacién B). No se
observaron diferencias significativas en los niveles de ALT en el CPu de los
machos tratados, con respecto al grupo control. Aungque sugiere una disminucion

en dichos niveles, ésta no es significativa.

En el HPC, el ANOVA de dos vias mostro diferencias significativas entre grupos
(F(2.24=14.66, p<0.001) en los niveles de esta enzima. Las comparaciones post
hoc mostraron una disminucién significativa de la actividad enzimatica en las
crias hembra expuestas a la combinacion A, en comparacién con el grupo
control (p<0.01). En el caso de los machos, se observé una disminucion
significativa de la actividad en las crias expuetas a ambas combinaciones, con

respecto al grupo control (p<0.01) (Fig. 3.23).
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Con respecto a la actividad enzimatica de la AST en las crias de 45 dias
de edad, el ANOVA de dos vias mostré diferencias significativas entre los grupos
(F224=21.952, p<0.001) y entre sexos (F24=4.479, p<0.05) en la CPF. Las
comparaciones post hoc mostraron una disminucion significativa en las crias
hembra expuestas a ambas combinaciones, en comparacion con el grupo control
(p <0.01). En el caso de los machos, en dichas comparaciones se observo una
disminucién significativa en los machos expuestos a la combinacion B, en

comparacion con el grupo control (p <0.01).

En el el CPu, el ANOVA de dos vias mostrd diferencias significativas entre los
grupos (F(,24=17.895, p<0.001) en los niveles de AST. Las comparaciones post
hoc mostraron una disminucién significativa en dichos niveles, en las crias de
ambos sexos expuestas a la combinacion B, en comparaciéon con el grupo

control (p<0.05 en las hembras y p<0.01 en los machos).

En el HPC, el ANOVA de dos vias mostro diferencias significativas entre grupos
(F224=11.18, p<0.001) en los niveles de esta enzima. Las comparaciones post
hoc mostraron una disminucién significativa de la actividad en las crias de ambos
sexos expuestas a la combinacion B, en comparacién con el grupo control

(p<0.01) (Fig. 3.24).
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Con respecto a los resultados obtenidos en los animales de 90 dias en
los niveles de AST en la CPF, el ANOVA de dos vias mostré diferencias
significativas entre grupos (F(24=3.999, p<0.05) e interaccion entre grupo*sexo
(F24=9.767, p<0.001). En las comparaciones post hoc se observé una
disminucion significativa en la actividad enzimatica de AST en las crias hembra
expuestas a la combinacién A (p<0.05) y un aumento significativo de actividad
con la combinacién B (p<0.01), en comparacion con el grupo control. En los
machos expuestos, se observd una disminucion significativa en los niveles de
AST en los animales expuestos a la combinacién B, en comparacion con el

grupo control (p<0.05) (Fig. 3.25).

Analizando los datos obtenidos del CPu, el ANOVA de dos vias mostro
diferencias significativas en la actividad de esta enzima entre grupos
(F(224=7.638, p<0.002), sexos (Fu24=5.909, p<0.02) e interaccion entre
grupo*sexo (F(24=8.588, p<0.001). En las comparaciones post hoc se observo
una disminucion significativa en las crias hembra expuestas a la combinacion A
(p<0.01) y un aumento significativo en las expuestas a la combinacion B
(p<0.05), en comparacion con el grupo control. Por el contrario, los machos
expuestos a ambas combinaciones de iAs/F mostraron una disminucién
significativa en los niveles de AST en esta area, en comparacion con el grupo

control (p<0.05).

En el HPC, el ANOVA de dos vias mostro diferencias significativas entre
grupos (F(224=5.105, p<0.05) e interaccion grupo*sexo (F24=11.596, p<0.001).
Las comparaciones post hoc mostraron también un efecto bifasico en las crias
hembra expuestas a ambas combinaciones. Se observé una disminucién
significativa de la actividad de la enzima con la combinaciéon A (p<0.05) y un

aumento significativo en la actividad en las crias expuestas a la combinacion B
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(p<0.05), en comparaciéon con el grupo control. Por el contrario, las crias macho
expuestas a ambas combinaciones mostraron una disminucion significativa en
los niveles de AST, en comparacion con el grupo control (p<0.05 con la

combinacion A y p<0.01 con la combinacioén B) (Fig. 3.25).
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Fig. 3.25: Niveles de AST en las diferentes areas de las crias de 90 dias controles y
expuestas a la combinacion Ay B. Los valores se muestran como las medias + EE.
n=5. *p<0.05, *p<0.01 en comparacion con el grupo control.
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Resumen

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en las crias de 45 dias co-
expuestas a iAs/F, se observé una disminucién en la actividad de AST en las tres
areas, principalmente en las crias expuestas a la combinacion B. Los niveles de
ALT medidos en la CPF disminuyeron en las hembras co-expuestas a la
combinacién B y en el caso de los machos, este efecto se observé con ambas
combinaciones. En el CPu, la actividad de esta enzima disminuyé en las crias
hembra expuestas a la combinacién B y en el HPC, se observé un aumento de la
actividad en las crias expuestas a la combinacion A y una disminuciéon de

actividad en las expuestas a la combinacién B.

En las crias de 90 dias de edad, los niveles de ALT medidos en la CPF y
en el CPu disminuyeron en las crias hembra expuestas a ambas combinaciones,
y en el HPC, se registr6 una disminucién de la actividad en las crias expuestas a
la combinacion A, en ambos sexos. Adicionalmente, se observé una disminucién
de la actividad de AST en CPF, CPu e HPC en las crias macho y en las hembras
expuestas a la combinacion A y un aumento en la actividad en las crias hembra

expuestas a la combinacién B.

3.3.2.2. Evaluacion de la actividad colinérgica

Determinacion de acetilcolinesterasa (AChE)

Al realizar el andlisis de los resultados en las crias de 45 dias, mediante
un ANOVA de dos vias, no se observaron cambios significativos en los niveles

de la enzima en la CPF y en el CPu (Fig. 3.26) entre los grupos y sexos.
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Con respecto al HPC, el ANOVA de dos vias mostro diferencias
significativas entre los grupos (F.4=7.052, p<0.01) e interaccion grupo*sexo
(F(2.24=3.793, p<0.05). Las comparaciones post hoc mostraron una disminucion
significativa en la actividad de AChE en los machos expuestos a la combinacion

B (p<0.001) (Fig. 3.26).
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Fig. 3.26: Actividad enzimatica de AChE ((umol tiocolina min™ mg
proteina™) en las diferentes areas delas crias de 45 dias
controles y expuestas durante la gestacion y lactancia. Los datos
representan la media + EE. n=5 animales por grupo. *p<0.001
en comparacion con el grupo control.
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En las crias de 90 dias de edad, el ANOVA de dos vias mostro
diferencias significativas entre los grupos en la CPF (F.4=39.41, p<0.001). Las
comparaciones post hoc mostraron una disminucién significativa en la actividad
de AChE en las crias de ambos sexos expuestas a ambas combinaciones

(p<0.001), en comparacion con el grupo control (Fig. 3.27).

En el CPu, el ANOVA de dos vias mostré diferencias significativas entre
los grupos (F(24=21.99, p<0.001). Las comparaciones post hoc mostraron una
disminucién significativa en la actividad de AChE en las crias de ambos sexos

expuestas a ambas combinaciones (p<0.001).

Con respecto al HPC, el ANOVA de dos vias mostro diferencias
significativas entre los grupos (F24=38.73, p<0.001). Las comparaciones post
hoc mostraron una disminucién significativa en la actividad de AChE en esta
area en las crias de ambos sexos expuestas a ambas combinaciones, en

comparacion con el grupo control (p<0.001) (Fig. 3.27).
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Resumen

Los machos de 45 dias que fueron co-expuestos a la combinacién B mostraron
una disminucion de la actividad de la AChE en el HPC. La co-exposicién a iAs/F
produjo en las crias adultas de ambos sexos, una disminucion en la actividad de

esta enzima en las tres areas estudiadas.

3.3.2.3. Determinacién de Fosfatasa Alcalina

Al realizar el analisis de los resultados en la CPF de las crias de 45 dias,
el ANOVA de dos vias mostr6 diferencias significativas entre grupos
(F(2.24=3.863, p<0.05) en la actividad de la ALP. Las comparaciones post hoc
mostraron una disminucion significativa en la actividad de la enzima en los
machos expuestos a la combinacién B (p<0.05), con respecto al grupo control

(Fig. 3.28).

En el CPu, el ANOVA de dos vias no evidencio diferencias significativas
entre los grupos y entre los sexos. Con respecto al HPC, el ANOVA de dos vias
mostro diferencias significativas entre los grupos (F24=5.198, p<0.01). Las
comparaciones post hoc mostraron un aumento significativo en la actividad de la

ALP en las hembras expuestas a la combinacién A (p<0.001) (Fig. 3.28).
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En las crias de 90 dias de edad, el ANOVA de dos vias mostr
diferencias significativas entre los sexos en la CPF (F.4=4.61, p<0.05). Las
comparaciones post hoc mostraron un aumento significativo en la actividad de

ALP en las hembras expuestas a la combinacion B (p<0.05) (Fig. 3.29).

En el CPu, el ANOVA de dos vias mostro diferencias significativas entre los
grupos (F24=3.706, p<0.05) e interaccion grupo*sexo (F(24=3.596, p<0.05).
Las comparaciones post hoc mostraron un aumento significativo en la actividad

de la enzima en los machos expuestos a la combinacion A (p<0.01).

Con respecto al HPC, el ANOVA de dos vias mostré diferencias significativas
entre los grupos (F24=3.410, p<0.05) y entre los sexos (F 24= 4.322, p<0.05).
Las comparaciones post hoc mostraron un aumento significativo en la actividad

de la enzima en las hembras expuestas a la combinacion A (p <0.05) (Fig. 3.29).
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Resumen

En las crias jovenes, la co-exposicidén a la combinacion A produjo
en las hembras, un aumento en la actividad de la ALP en el HPC y en los
machos expuestos a la combinacién B, una disminucion de la actividad
de esta enzima en la CPF.

En las crias adultas, la co-exposicion a la combinacién A produjo
en las hembras, un aumento en la actividad de esta enzima en el HPC y
en las crias hembra expuestas a la combinacién B, este efecto se
observo en la CPF. Las crias macho expuestas a la combinacion A

registraron un aumento de la actividad de la ALP sélo en el CPu.
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DISCUSION
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A lo largo de este trabajo se evaluaron los efectos neurotdxicos
provocados por la co-exposicion de iAs/F en crias de ratas expuestas durante la
gestacién y la lactancia a través del agua de consumo. Previamente, en nuestro
laboratorio estudiamos los efectos individuales de concentraciones bajas de iAs
o F, expuestas durante un periodo critico del desarrollo que es la gestacion y la
lactancia. Las concentraciones elegidas fueron 5 y 10 veces mayores a las
permitidas por la OMS, es decir: 0.05y 0.10 mg/L de iAs y de 5 y 10 mg/L de F,
respectivamente, y estan presentes en distintos cursos hidricos de nuestro pais.
Debido a que existe escasa informacion bibliogréfica de lo que ocurre con estos
elementos cuando son expuestos en forma conjunta y a bajas concentraciones
en el agua de bebida, en este trabajo de tesis realizamos una comparacion
exhaustiva con los datos previos, de exposiciones individuales de estos
elementos publicados en revistas internacionales de alto nivel. Utilizamos las

siguientes combinaciones: Combinacién A: 0.05 + 5 mg/L de iAs y F,

respectivamente y Combinacién B: 0.10 + 10 mg/L de iAs y F, respectivamente.

La importancia en la eleccion de estas concentraciones en el agua de bebida
radica en que muchas personas estan expuestas a estos niveles e incluso
mayores. Incluso en varias provincias de Argentina, se permiten niveles de iAs
de 0.05 mg/L debido a la imposible remocién en el ambiente de dicho elemento.
Debido a ello, nuestros resultados pueden ser importantes para el desarrollo de
politicas publicas que establezcan niveles seguros de estos elementos en el
agua de bebida.

Expusimos a ratas Wistar prefiadas a las combinaciones A y B durante
toda la gestacion y la lactancia, debido a que esta etapa es de gran
vulnerabilidad a los efectos toxicos y a las lesiones irreversibles que pueden

ocurrir y observarse en forma tardia, por ejemplo en la vida adulta. A lo largo de
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la exposicién, evaluamos distintos pardmetros en las madres como es el peso
corporal, el consumo de agua y el consumo de alimento.

La variacion de estos parametros con respecto a las madres controles, son
considerados como indicadores de toxicidad sistémica, y también evidencian
diversos disturbios en los mecanismos metabdlicos, hormonales y homeostaticos
del organismo como consecuencia de la exposicion (Everds y col., 2013).
Nuestros resultados demostraron que la co-exposicién a la combinacion de iAs/F
no produce variaciones en el consumo de alimento ni de agua en las madres
durante el periodo gestacional. No se observaron alteraciones en la duracion de
la gestacién, en el nimero de crias, en el crecimiento, ni efectos teratogénicos
visibles en las mismas. Los aumentos observados en los pesos corporales de las
madres y crias, asi como en el consumo de agua y alimento, corresponden a un
proceso normal atribuido a las etapas de gestacién y crecimiento. Estudios
previos realizados en nuestro laboratorio evidenciaron que la exposiciéon
individual a iAs o F realizados durante el periodo prenatal y la lactancia no
produce efectos significativos sobre estos parametros (Gumilar y col., 2015;
Bartos y col., 2015). Por lo tanto, la co-exposicion a iAs/F no produce efectos
nuevos, tardios ni diferentes en comparacion a los resultados obtenidos por la
exposicion individual a estos elementos.

En relacion al desarrollo sensitivo y la actividad motora, se demostré que
ambos son regulados por el sistema vestibular y el cerebelo (Kreider y Blumberg,
2005). Cualquier alteracion observada en los reflejos sensoriomotores puede ser
considerada como una insuficiente maduraciéon a nivel del SNC. Nuestros
resultados demostraron que las crias hembra co-expuestas a ambas
combinaciones, mostraron un retraso en el desarrollo del reflejo de
enderezamiento. En el reflejo de aversién al precipicio, se observo un retraso en

la adquisicion de este reflejo en las crias hembra expuestas a la combinacién B y
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en las crias macho expuestas a ambas combinaciones. Con respecto al
desarrollo del reflejo de geotaxis negativa, se registr6 un retraso en la
maduracién en las crias hembra expuestas a ambas combinaciones y en los
machos expuestos a la combinacion A. Finalmente, se registr6 un retraso
significativo en la apertura de los ojos y de los canales auditivos en las crias
expuestas a ambas combinaciones y de ambos sexos.

Diferentes trabajos de investigacién hacen referencia al efecto producido
por algunos metales sobre los niveles de testosterona libre y estradiol, influyendo
sobre el desarrollo cerebral, el comportamiento y manifestando diferencias entre
los sexos (Rutter y col., 2003; Nagata y col., 2005; De Craemer y col., 2017). Por
otro lado, las alteraciones observadas en estos reflejos podrian ser la
consecuencia de un dafio primario en la mielinizacion neuronal (Wu y col., 2008).

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio en ratas expuestas a
bajas concentraciones de F durante la gestacion y la lactancia, sefialaron que
este elemento no afecta el desarrollo sensoriomotor de las crias de ambos sexos
(Bartos y col., 2015). Por el contrario, la exposicién temprana a iAs, afecta el
desarrollo sensoriomotor de las crias hembra, retrasando el reflejo de
enderezamiento y la aversién al precipicio. En el caso de los machos, se observo
una alteracion en la aversion al precipicio en los expuestos a 0.10 mg/L de iAs.
Con respecto al reflejo de geotaxis negativa, sélo los machos expuestos a esta
concentracion, mostraron un retraso en la adquisicion de dicho reflejo (Gumilar y
col., 2015). También se demostré que la exposicion a F afecta significativamente
el tiempo de apertura de ojos en las crias (Bartos y col., 2015), mientras que iAs,
no tiene efecto sobre la apertura de ojos ni de canales auditivos. Por lo tanto:

v La co-exposicion temprana a iAs/F produce nuevas alteraciones en el
desarrollo sensoriomotor de las crias, que no son observadas en la

exposicion individual de estos elementos.
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v El F podria estar actuando como potenciador del iAs cuando se encuentran
en conjunto, incrementando la sensibilidad de las crias macho, retrasando
la maduracién del reflejo de aversion al precipicio.

v La co-exposicion a iAs/F incrementaria la sensibilidad de las hembras
provocando un retraso en la maduracién del reflejo de geotaxis negativa.

v La co-exposicién temprana a iAs/F provoca un retraso significativo en la
apertura de los ojos y de los canales auditivos de las crias de ambos
sexos, sugiriendo una asincronia de los procesos madurativos en el

desarrollo posnatal.

Como se menciond anteriormente, la BOF es utilizada para evaluar
diferentes aspectos de la funcionalidad del sistema nervioso a nivel
neuromuscular, sensorial y autonémico. Nuestros resultados demostraron que
las crias de 90 dias y de ambos sexos que fueron co-expuestas a ambas
combinaciones de iAs/F, registraron una disminucién significativa en la respuesta
nociceptiva, indicando asi un posible efecto analgésico. En investigaciones
previas, demostramos que la exposiciéon a 0.10 mg/L de iAs durante la gestacion
y la lactancia, disminuye significativamente el reflejo nociceptivo en las crias
adultas de ambos sexos (Gumilar y col., 2015). Por su parte, la exposicion a F en
las mismas condiciones, no produjo cambios en ninguno de los parametros
evaluados en la BOF (Bartos y col., 2015).

Si bien no se han encontrado referencias bibliograficas que relacionen la
exposicion al iAs y/o F con la respuesta al dolor, esta documentado que el CPu
dorsal forma parte de los ganglios basales, un conjunto de estructuras cerebrales
que controlan los movimientos voluntarios, los motores y las funciones
somatosensoriales (Albin y col., 1989; Chudler, 1998). El CPu dorsal es activado

por estimulos nociceptivos (Schneider y Lidsky, 1981; Coghill y col., 2003) y una
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estimulacion eléctrica o quimica inhibe el dolor (Gear y Levine, 2009; Barceld y
col., 2012; Nakamura y col., 2013). A su vez, el CPu se caracteriza por su
elevada concentracion de opiaceos y cannabinoides enddgenos (Van Waes y
col., 2012). Nuestros resultados muestran ademas, que en esta area cerebral se
produce un desbalance en los sistemas de neurotransmision y un aumento de
los niveles de estrés oxidativo, pudiendo afectar las vias que modulan el dolor.

Otros estudios in vitro han sugerido que el iAs modula la actividad de los
macrofagos produciendo una sobreexpresion de ciclooxigenasa-2 (COX-2) y un
aumento de la concentracion de prostaglandina E2 (PGE2) en las células
endoteliales y que estos efectos podrian conducir a alteraciones en las
respuestas inflamatorias y dolorosas in vivo (Tsai y col., 2002). Evidencias en
experimentos in vivo con altas concentraciones de iAs administradas de forma
aguda en ratones, demostraron que el iAs por si solo no produce dolor ni
inflamacioén significativa (Aguirre-Bafiuelos y col., 2004). Sin embargo, hasta la
fecha no se han realizado estudios que relacionen la exposicion a iAs durante la
gestacion y la lactancia con la inflamacién tisular y con el dolor. Por lo tanto:

v La co-exposicion a ambas combinaciones de iAs/F produce un efecto
analgésico en las crias de 90 dias de ambos sexos.
v El F cuando se encuentra asociado al iAs, potenciaria el efecto analgésico
en las crias de 90 dias, observandose una disminucion de la respuesta

nociceptiva en crias de ambos sexos expuestas a ambas combinaciones.

En relacion a la prueba de campo abierto, la misma es una evaluacion
mediante la cual mdltiples conductas naturales de las ratas son observadas
simultdneamente en una caja o arena novedosa para el animal. En esta tesis,
evaluamos la actividad locomotora horizontal y vertical, la emocionalidad y la

habituacion de las ratas a un nuevo ambiente. Nuestros resultados demostraron

131



qgue las crias hembra de 45 dias de edad co-expuestas a la combinacion A,
registraron una disminucién en el nimero de cuadrados atravesados, mientras
gque en las crias hembra expuestas ala combinacién B, se observé un efecto
opuesto.

En las crias de 90 dias, la co-exposicion a la combinacién B produjo un
aumento en el nimero de cuadrados atravesados en ambos sexos.

Con respecto a la actividad locomotora vertical, se observé que las crias
de 90 dias y de ambos sexos co-expuestas a ambas combinaciones, registraron
un aumento en nimero de rearings.

Al analizar la habituacion en cada periodo de 5 min en los diferentes
grupos, sexos y edades, se observé una disminucion paulatina tanto el nUmero
de cuadrados atravesados como el nimero de rearings, confirmando que la
combinaciébn a ambas concentraciones no afectaron a la misma. Como se
menciond anteriormente, las mezclas pueden interactuar en el organismo de tal
forma que la toxicidad combinada sea mas grave o diferente a la toxicidad
individual (Calderon y col., 2003).

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio, no evidenciaron
alteraciones en la actividad locomotora en las crias de 45 dias cuando las
mismas fueron expuestas durante la etapa prenatal y la lactancia a iAs o F en
forma individual (Bartos y col., 2015). Sin embargo, en las crias hembra adultas
de 90 dias expuestas a 0.05 y 0.10 mg/L de iAs y los machos expuestos a 0.10
mg/L iAs durante el desarrollo, presentaron una disminucion en la actividad
locomotora (Gumilar y col., 2015). Con respecto al F, se observé una
disminucion de la actividad locomotora en las crias adultas de ambos sexos
expuestas a 5 y 10 mg/L F durante el desarrollo y la lactancia (Bartos y col.,

2015).
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Por lo tanto:

v La co-exposicion produce en las crias hembra de 45 dias un efecto bifasico
sobre la actividad locomotora, observandose una disminucion de actividad
en las crias expuestas a la combinacién A, y un aumento en la actividad en
las crias expuestas a la combinacion B.

v' Este efecto bifasico observado en las crias de 45 dias es un efecto nuevo,
ya que no se registré en las exposiciones individuales de estos elementos.

v' La co-exposicion produce un aumento en la actividad locomotora de las
crias de 90 dias de ambos sexos y que fueron expuestas a ambas
combinaciones.

v La co-exposicion a ambas combinaciones produce en las crias de 90 dias
y de ambos sexos un efecto antagonico, observandose un aumento en la
actividad locomotora y una disminucion de dicha actividad ante la

exposicion individual a ambos elementos.

Como mencionamos anteriormente, para evaluar el comportamiento de la
ansiedad se utilizé el dispositivo de plus maze o laberinto en cruz elevado. En
esta prueba, el aumento del tiempo de permanencia y del nimero de entradas
en los brazos abiertos, que son aversivos a la conducta normal de la rata, se
relacionan con una disminucién de la ansiedad o un efecto ansiolitico (Pellow y
col., 1985). Nuestros resultados demostraron que la co-exposicibn a ambas
combinaciones de iAs/F utilizadas, provocé en las crias hembras de 45 dias un
aumento de permanencia en los brazos abiertos. En las crias adultas, el
aumento de permanencia en los brazos abiertos se observé en ambos sexos y
combinaciones, indicando un efecto ansiolitico. Las diferencias entre los sexos
en este aspecto no fue sorprendente, ya que existe un consenso general segin

el cual las ratas hembra son més sensibles a los efectos toxicos de los productos
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guimicos que los machos (Grad y col., 1988; Mugford y Kedderis, 1988). Por otro
lado, se observd en modelos animales de ansiedad y depresién, que el
desarrollo de dimorfismos sexuales en el comportamiento y la funcion cognitiva,
depende principalmente de la accion de las hormonas gonadales (Palanza P.,
2001).

Evaluaciones previas realizadas en crias hembra de 45 dias cuyas madres
fueron expuestas prenatalmente a iAs o F en forma individual (0.10 mg/L iAs y
10 mg/L F), también demostraron este efecto. En el caso de las crias de 90 dias,
se observod este efecto en ambos sexos expuestos a ambas concentraciones de
iAs (0.05y 0.10 mg/L iAs) y F (5 y 10 mg/L F) (Bartos y col., 2015). Por lo tanto:

v La co-exposicion durante etapas tempranas del desarrollo induce en la
crias hembra de 45 dias un efecto ansiolitico en crias expuestas a ambas
combinaciones. Considerando que este efecto se observa solo con la dosis
mas elevada de As y F administrada en forma individual, la combinacion
produciria un mayor efecto. En el caso de las crias de 90 dias de edad,
este efecto se observa en crias de ambos sexos expuestas a ambas

combinaciones.

En relaciéon a la evaluacién de la memoria, se conoce que la funcién del
HPC es fundamental en la formacion de distintos tipos de memoria, y algunas de
las pruebas utilizadas para evaluarla (evitamiento inhibitorio y pruebas de
laberinto), han contribuido en gran medida al conocimiento del proceso de
consolidacion. (Izquierdo y col., 1997; Izquierdo y col., 2002; McGaugh J., 2013).
En la prueba de evitamiento inhibitorio, durante la sesion de entrenamiento, los
roedores asocian el descenso de una plataforma con un estimulo
incondicionado. La respuesta condicionada es evitar bajar de dicha plataforma

(Gold, 1986; Vianna y col., 2001; Cammarota y col., 2005). El miedo aprendido
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puede ser provocado por la exposicion a sefiales o contextos ambientales que
previamente se asociaron con un estimulo aversivo (Gross y Canteras, 2012). El
condicionamiento del miedo a los estimulos aversivos requiere de la
participacion de la amigdala, el HPC (Burwell y col., 2004; Johansen y col., 2010)
y la CPF (Cenquizca y Swanson, 2007; Corcoran y Quirk, 2007). Mientras que el
HPC y la amigdala desempefian un importante rol en la consolidacion de la
memoria, la corteza entorrinal es aparentemente critica para su almacenamiento
(Olton y Papas, 1979; Izquierdo y col., 1992; McGaugh, 2002; Farioli-Vecchioli y
col., 2008).

Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio demostraron que las crias
de 45 dias expuestas a ambas combinaciones, registraron una pérdida en la
retencién de la MCD y de la MLD en ambos sexos. En el caso de las crias
hembra de 90 dias, la co-exposicion a ambas combinaciones produce un
deterioro en la retencién de la MCD, sin observarse alteraciones en la MLD. Con
respecto a los machos de 90 dias, se observé que los animales expuestos a la
combinacién B tuvieron una menor retencién de la MCD y MLD.

En estudios previos donde se evalu6 la MCD y la MLD en crias macho de
45 dias expuestos individualmente a 0.10 mg/L de iAs o 10 mg/L de F, se
demostré que no existen alteraciones en las MCD y MLD (Bartos y col., 2019).
Por el contrario, las crias hembra de 45 dias expuestas a 5y 10 mg/L de F,
registraron una pérdida en la retencion de la MCD y de la MLD. En el caso de las
crias hembra de 90 dias expuestas individualmente a 0.10 mg/L iAs o 10 mg/L F,
se observé una disminucion de la retencion de la MLD. La MCD no fue afectada
por dicha exposicion, siendo las crias macho mas resistentes a este efecto

(Monaco y col., 2018; Bartos y col., 2018). Por lo tanto:
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La co-exposicion a ambas combinaciones de iAs/F produce en las crias de
45 dias una disminucion de la retencion en las MCD y MLD en ambos
Sexos.

Las crias macho de 45 dias evidenciaron este nuevo efecto, el cual no fue
observado en las exposiciones individuales de estos elementos.

La co-exposicion a ambas combinaciones de iAs/F provoca en las crias de
90 dias, un deterioro en la retencion de la MCD en ambos sexos, efecto no
observado en la exposicion individual de estos elementos.

La co-exposicién a iAs/F no altera la retencién en la MLD en las crias
hembra de 90 dias. Por el contario, la exposicion individual con la dosis
alta de As o F si afecta la retencion de la MLD.

La co-exposicién a iAs/F produce alteraciones en la MCD y en la MLD en
los machos de 90 dias expuestos a la combinacion B. Estos efectos no son

observados en la exposicion individual a ambos elementos.

En relacion a la evaluacion en roedores respecto a otros tipos de memoria,

se han desarrollado varias pruebas para estudiar el aprendizaje y la memoria

dependientes del HPC (Brown y col., 2000; Barker y col., 2011). Ellas pueden

subdividirse en tareas que requieren un estimulo con valencia emocional para

provocar un cambio en el comportamiento y tareas que se basan en la

preferencia de los roedores para investigar nuevos estimulos (Savage y Ma,

2015). Particularmente, la memoria de reconocimiento de objetos parece

depender de varias regiones del cerebro, y la participacion del HPC es

controvertida. Diversos estudios informaron que las lesiones o la inactivacion del

HPC no afectan la preferencia de los animales por los objetos nuevos (Oliveira y

col., 2010; Vogel-Ciernia y Wood, 2014; Hattiangady y col., 2014), mientras que

otros demostraron lo contrario (Cohen y col., 2013; Cohen y Stackman, 2014).
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Aun asi, esta prueba sigue siendo de uso comun para evaluar la funcion general
de la memoria en roedores y se observa que normalmente, el roedor pasa mas
tiempo explorando el objeto novedoso en comparacién con el objeto que le es
familiar (Grayson y col., 2015). Cualquier diferencia significativa observada entre
la sesiébn de familiarizacion y la sesiébn de prueba corresponde a un
comportamiento normal del animal frente al objeto nuevo, demostrando que no
hay alteracion en la memoria de reconocimiento. Los resultados obtenidos en las
crias hembra y machos de 45 dias co-expuestos a ambas combinaciones,
demostraron un mayor tiempo de exploracion en el objeto nuevo. Con respecto a
las crias de 90 dias de edad, se registrd6 que las hembras expuestas a la
combinacién B y los machos expuestos a la combinacion A, el porcentaje de
exploracion de la sesién de prueba fue similar al porcentaje registrado en la
sesion de familiarizacion. Esto significa que las crias han perdido la capacidad
de discriminar entre el objeto novedoso y el familiar, reflejando una alteracion en
dicha memoria.

Resultados preliminares de nuestro laboratorio y realizados en crias
adultas macho expuestas a F durante la gestacion y la lactancia, no registraron
alteraciones en la evaluacion de la memoria de reconocimiento. Un estudio
realizado en crias de ratones expuestos perinatalmente a 50 ppb (0.005 mg/L)
de iAs a través del agua de bebida, sugiri6 déficits de aprendizaje y memoria
(Martinez-Finley y col., 2009). Otro antecedente demostré que las ratas hembra
que fueron tratadas con 5.0 mg/kg NaF durante el desarrollo, reflejaron un
deterioro en el aprendizaje y en este tipo de memoria (Bera y col., 2007). Por lo
tanto:

v’ La co-exposicion a iAs/F altera la memoria episédica de reconocimiento de
las crias hembra de 90 dias expuestas a la combinacién B y de los machos

expuestos a la combinacion A.
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v La co-exposicion produce una alteracién de la memoria de reconocimiento
en forma tardia, ya que se manifiesta s6lo en las crias de 90 dias co-

expuestas.

Con respecto a la prueba de nado forzado, se ha observado que ratas que
presentan un mayor tiempo de inmovilidad o un menor tiempo de escalada, se
relacionan con un aumento de la depresion (Naudon y Jay, 2005; Rock y col.,

2013). Al evaluar el estado depresivo de las crias co-expuestas a iAs/F, los

resultados obtenidos en la prueba de nado forzado, demostraron que las crias
hembra de 45 dias expuestas a ambas combinaciones, presentaron una
disminucion significativa en los tiempos de escalada, con un aumento en los
tiempos de nado e inmovilidad y en las crias de 90 dias, sélo las hembras
expuestas a la combinaciéon B registraron una disminuciéon en los tiempos de
nado y un aumento en los tiempos de inmovilidad. Resultados preliminares
realizados en nuestro laboratorio muestran que las hembras de 90 dias
expuestas prenatalmente a iAs, presentan una disminucién significativa del
tiempo de nado y un incremento del tiempo de inmovilidad. En otros resultados
preliminares obtenidos como consecuencia de la exposicién al F, se observé una
disminucién significativa en los tiempos de nado y un aumento significativo en el
tiempo de inmovilidad en las crias de ambos sexos de 90 dias expuestas. Por
ello:

v’ La co-exposicién produce en las crias hembra de 45 y 90 dias expuestas a
la combinacién B, un aumento en el tiempo de inmovilidad, siendo este
comportamiento compatible con el estado depresivo. EI mismo efecto se
observo en las hembras de 90 dias expuestas en forma individual a cada

elemento.
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v' Las crias macho de 45 y 90 dias de edad co-expuestas a ambas
combinaciones no registran alteraciones en ninguno de los parametros
evaluados. Por el contrario, la exposicién a F provoc6 una disminucién en
los tiempos de nado y un aumento en la inmovilidad en los machos de 90

dias.

Para tratar de dilucidar los mecanismos involucradas en las distintas
alteraciones neuroconductuales observadas, evaluamos distintos parametros
bioquimicos en CPF, CPu e HPC. Se ha demostrado que cualquier alteraciéon
producida en las defensas antioxidantes, podria causar, entre otras cosas,
alteraciones a nivel transcripcional en los sistemas de neurotransmision
(Bardullas y col., 2009; Xi y col.,, 2010). En relacién a los mecanismos de
defensa antioxidantes enziméticos, nuestros resultados demostraron que la co-
exposicion a la combinacion B produce en las crias de 45 dias de ambos sexos,
una disminucién de la actividad de CAT en las tres areas estudiadas. En las
crias hembra de 90 dias expuestas a ambas combinaciones, esta disminucion se
observd en las tres areas analizadas. En el caso de los machos expuestos a
ambas combinaciones, se registré una disminucion de la actividad de CAT en el
CPu. En el HPC, este efecto s6lo se observé en las crias expuestas a la

combinacion B.

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio demostraron que la
exposicion individual a F durante el desarrollo, induce una disminucion
significativa del sistema antioxidante en CPF, CPu e HPC en las crias macho y
hembra de 45 y 90 dias (Bartos y col., 2019; Bartos y col., 2022). Ademas, se
observo el mismo efecto en ratas adultas que fueron expuestas a iAs durante la

gestacion y la lactancia (Monaco y col., 2018). Otra investigacion realizada en
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ratones demostré que la exposicion individual o combinada de estos elementos
conduce a un incremento de las ROS en sangre, higado y cerebro. También se
observdé un aumento en las TBARS acompanado de la disminucion de las

actividades de CAT (Flora y col., 2012).

Con respecto a los compuestos antioxidantes que eliminan los radicales
libres y los marcadores de oxidacién de proteinas, en particular el contenido de
SH’, nuestros resultados realizados en crias de 90 dias evidenciaron una
disminucién en el contenido de SH en la CPF en las hembras expuestas a la
combinacién B. En el CPu, este efecto se registro en las crias hembra expuestas
a ambas combinaciones.

Estudios previos demostraron que la exposicion a F durante las primeras
etapas del desarrollo produce una disminucién de SH en CPF y CP en las ratas
hembra adultas, y en el caso de los machos adultos este efecto se observo
también en el HPC, evidenciando un dafio oxidativo en el SNC (Bartos y col.,
2022). En el caso de exposicion individual a iAs, resultados preliminares
realizados en nuestro laboratorio revelaron que las crias expuestas no
registraron alteraciones en el contenido de SH™ en las areas analizadas. Por ello:

v La co-exposicién a la combinacién B de iAs/F, induce una disminucién de
la actividad enzimatica de CAT en las crias de 45 dias, en ambos sexos en
las &reas analizadas. Este efecto es similar al observado en la exposicion
individual de F.

v La co-exposicion a iAs/F disminuye la actividad enzimética de CAT de las
crias hembra adultas expuestas a ambas combinaciones en las 3 areas
estudiadas.

v En los machos adultos, se observé una disminucién de CAT en CPu e

HPC, siendo este efecto similar al observado en la exposicion individual a
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iAs o F. Sin embargo, la disminucion de la CAT observada en la CPF con
la exposicién individual a estos elementos, no se observa con la
coexposicion.

La co-exposicion a ambas combinaciones de iAs/F produce en las crias
hembra de 90 dias una disminucion de SH en el CPu y en la CPF este
efecto se observa sélo con la combinacion B. Este efecto es similar al
observado con la exposicién individual al F.

La modificaciones observadas en los niveles de CAT y SH’ producirian un
desequilibrio en el sistema antioxidante y en la homeostasis, con formacion

de ROS en distintas areas cerebrales.

El dafio oxidativo provocado podria afectar la CPF y el CPu, y como
consecuencia, alterar los mecanismos implicados en la modulacién de la
ansiedad, el comportamiento de tipo depresivo, la actividad locomotora y la

respuesta nociceptiva.

El aumento del estrés oxidativo en el HPC alteraria diferentes tipos de

memorias (MCD, MLD y memoria de reconocimiento).

En cuanto al sistema glutamatérgico, comentamos previamente que la AST

y la ALT, son algunas de las enzimas que estan involucradas en el metabolismo

del Glu. Se ha demostrado que la reduccién de sus actividades puede afectar los

niveles de este neurotransmisor (Mathews y col., 2000; Desai y Desali,

2008). Como se mencion6 anteriormente, el Glu es uno de los principales

neurotransmisores excitatorios del SNC (Erecinska y Silver, 1990), y una vez

liberado a la hendidura sinaptica, debe eliminarse rapidamente (Daikhin vy

Yudkoff, 2000). El exceso de Glu puede producir excitotoxicidad, con dafio y

destrucciéon neuronal debido a la sobreactivacion de sus receptores (Leibowitz y
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col., 2012). Los receptores de Glu desempefian un papel fundamental en la
regulacién de la transmisién sinaptica (Balschun y col., 1999; Mukherjee y col.,
2013). Asi mismo, los receptores NMDA, son importantes para desencadenar la
plasticidad relacionada con el aprendizaje. Se ha sugerido que la activacién del
receptor NMDA es necesaria para la potenciacion de la memoria a largo plazo en
el HPC (lzquierdo, 1994).

Para evaluar esta via cuantificamos los niveles de la AST y la ALT en la
CPF, CPu e HPC de las crias de ratas que fueron co-expuestas. Nuestros
resultados mostraron que las crias de ambos sexos de 45 dias co-expuestas a la
combinacién B, poseen una disminucion en la actividad de AST en las areas
analizadas. Con respecto a las crias macho de 90 dias expuestas a ambas
combinaciones de iAs/F, se observé una disminucién en la actividad de AST en
las tres areas estudiadas. Por el contrario, las crias hembra registraron una
relacion no lineal entre dosis y respuesta, observandose una disminucién de la
actividad de AST en las expuestas a la combinacion A y aumento de la actividad
en las expuestas a la combinacion B. Varios investigadores enumeran las
relaciones no lineales en los estudios neuroconductuales como estudios
neuroquimicos (Bardullas y col., 2009).

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio evidenciaron que las
crias adultas expuestas a iAs presentaron una disminucion en la actividad de
AST en las distintas areas cerebrales (Ménaco y col., 2018). Ademas, se
demostré que las crias de 45 y 90 dias expuestas a 5y 10 mg/L de F, registraron
una disminucion en la actividad de AST en CPF, CPu e HPC y en ambos sexos
(Bartos y col., 2019; Bartos y col., 2022).

Con respecto a la ALT, los resultados obtenidos en el HPC de las crias
hembra de 45 dias, evidenciaron un aumento de la actividad enzimatica en las

crias expuestas a la combinacion A y una disminucion de actividad en las
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hembras expuestas a la combinacién B. En CPF y CPu también se observé
disminucion de la actividad de ALT en las hembras expuestas a la combinacién
B y disminucion en CPF en los machos expuestos a ambas combinaciones. En
las crias hembra de 90 dias de edad, en general, se observé una inhibicion en
los niveles enzimaticos de ALT en crias expuestas a ambas combinaciones y en
las tres &reas analizadas, mientras que en los machos se observé dicho efecto
en CPF e HPC. Estudios previos demostraron que las crias hembra de 90 dias
expuestas a iAs no presentaron alteraciones en su actividad en CPF, CPu e HPC
(Ménaco y col., 2018). Ademas, se demostré que las crias macho de 45 dias
expuestas a 5 mg/L F, presentaron una disminucién en la actividad de ALT en la
CPF, CPu e HPC, sin observarse alteraciones cuando se utiliz6 una
concentracion de 10 mg/L. En el caso de las hembras, se observd una
disminucion de la actividad en CPF e HPC con ambas concentraciones (Bartos y
col., 2019). Estudios posteriores realizados en crias macho de 90 dias,
evidenciaron un efecto opuesto, no observandose alteracién de la actividad en
las crias expuestas a 5 mg/L, y una disminucién de actividad de ALT en las tres
areas cerebrales en los machos expuestos a 10 mg/L de F. Estudios previos
realizados en hembras adultas expuestas a F y a esta concentracién, revelaron
una disminucién de la actividad de ALT en HPC, sin observarse alteraciones en
la CPF ni en el CPu (Bartos y col., 2022).

Los astrocitos juegan un papel fundamental al eliminar el Glu de la hendidura
sinptica, metabolizandolo a glutamina. La glutamina, amino&cido no excitatorio,
se libera de estas células y luego es tranferida nuevamente a las neuronas para
convertirse nuevamente en Glu (Danbolt, 2001). Alternativamente, el Glu podria
oxidarse a a-cetoglutarato por las transaminasas AST y ALT (Daikhin y Yudkoff,
2000; Matthews y col.,, 2000). Seguir una via u otra dependera de la

concentracion de Glu extracelular. A bajas concentraciones se favorece la via de
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la glutamina sintetasa, pero cuando la concentracion externa de Glu es alta, se
reclutan procesos oxidativos para prevenir el dafio excitotéxico (McKenna y col.,
1996; Torres y col., 2013). La excitotoxicidad del Glu es uno de los principales
factores para la generacion de ROS en el cerebro (Bai y col., 2016; Vishnoi y
col., 2016; Cattani y col., 2017), encontrandose también involucrado en algunos
trastornos relacionados con los estados de animo (Morimoto y col., 2004; Heja 'y
col., 2006). Se ha implicado al Glu en el trastorno por déficit de
atencion/hiperactividad (TDAH). Los estudios de imagenes de nifios y adultos
con TDAH revelaron niveles elevados de Glu/glutamina en el CPu y en la CPF
(Moore y col., 2006, 2007; Dramsdahl y col., 2011). Por lo tanto:

v’ La co-exposicién a iAs/F induce diversas alteraciones en las actividades
enzimaticas de las AST y ALT en las crias jovenes y adultas, dependiendo
del sexo, la edad, el area cerebral y la combinacién utilizada.

v' La co-exposicién produce en las crias hembra de 90 dias un nuevo efecto
antagonico en la actividad enzimatica de la AST, observandose una
disminucion de actividad en las crias expuestas a la combinacion A y un
aumento de actividad en las crias expuestas a la combinacién B. Este
efecto es de caracter tardio, manifestandose en las tres areas cerebrales
analizadas.

v’ La co-exposicion produce un nuevo efecto bifasico en la actividad
enzimatica de la ALT en el HPC de las crias hembra de 45 dias co-
expuestas, cuya respuesta va a depender de la combinacion utilizada.

v' La co-exposicién provoca un nuevo efecto en las crias de 90 dias
expuestas a la combinacion A en ambos sexos, disminuyendo la actividad
enzimatica de la ALT en las tres areas cerebrales evaluadas, efecto no

observado por la exposicion individual a ambos elementos.
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v La hiperactividad observada en la prueba de OF en las crias adultas podria
ser en parte al aumento de los niveles de Glu en el area del CPu.

v Las alteraciones observadas en las actividades de las AST y ALT podrian
contribuir a la modificacion de los niveles de Glu, provocando cambios en

la ansiedad, la memoria y la actividad locomotora descriptas previamente.

En relacién al sistema colinérgico del cerebro, el mismo se encuentra
involucrado en diversos procesos importantes, entre ellos la atencién, el
aprendizaje, el procesamiento de la memoria y el ciclo de vigilia-suefio (Inglis y
col., 2001; Picciotto y col., 2012). También es conocida la participacion de la ACh
en la regulacién del comportamiento motor en condiciones normales y en
algunas patologias (Shapovalova, 2003; Sil'kis, 2004; Sergutina y Rakhmanova,
2014). La AChE, por su parte, termina la transmision en las sinapsis colinérgicas
al hidrolizar rapidamente la ACh a &acido acético y colina en la hendidura
sinaptica (Thapa y col., 2017). Su inactivacion puede conducir a la acumulacién
de ACh, activando los receptores muscarinicos (MAChR) y nicotinicos (nAChR),
provocando excitabilidad celular. La alteracién en la actividad de AChE se ha
asociado con problemas cognitivos y déficits neuroconductuales observados en
pacientes con enfermedades neurodegenerativas (Anand y Singh, 2013). La
inhibicion crénica de la actividad también podria conducir a un exceso de ACh en
las sinapsis colinérgicas, con el consiguiente dafio excitotoxico y degeneraciéon
del sistema colinérgico (Zaganas y col., 2013).

El CPu es una de las areas del cerebro con una alta concentracion de
ACh y de sus enzimas asociadas (Vathana y col., 2014). La hiperactividad se
asocia con una desregulacion de la funcion de ACh tanto en la CPF como en el
CPu (Viggiano, 2008). Los ganglios basales tienen un papel ampliamente

conocido en la funcién motora, y parte del mecanismo subyacente a esto implica
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una estrecha interaccion entre la ACh estriatal y la DA (Di Chiara y col., 1994).
Los receptores muscarinicos median diversas funciones colinérgicas del sistema
nervioso central, incluida la locomocion (Takamatsu y col., 2006). De hecho, m1
MAChR se expresa abundantemente en el CPu (Hersch y col., 1994), y podria
desempefar un papel importante en la regulacion de la funcién locomotora
extrapiramidal (Levey y col., 1991). La deficiencia de m1 mAChR conduce a una
transmisiébn dopaminérgica estriatal elevada y aumenta significativamente la
actividad locomotora (Gerber y col., 2001). Por su parte, los NnAChR y mAChR
estan presentes también en el HPC, participando en diversos mecanismos de
aprendizaje y memoria (Myhrer T., 2003; Lana y col., 2013; Dennis y col., 2016).

Nuestros resultados demostraron que las crias macho de 45 dias que
fueron co-expuestas a la combinacién B registraron una disminucién en la
actividad de la AChE sélo en el HPC. En el caso de las crias adultas, esta
alteracion se registré en crias expuestas a ambas combinaciones y sexos, en
las areas cerebrales analizadas.

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio, se observo que las
crias macho de 90 dias cuyas madres fueron expuestas a 10 mg/L F,
presentaron un incremento en la actividad de AChE solo en la CPF, sin
demostrar alteraciones en el CPu y el HPC, mientras que en las crias macho de
90 dias expuestas a 5 mg/L F, la actividad disminuyé significativamente en el
CPu y el HPC, sugiriendo un efecto paraddjico de dosis-respuesta del F sobre
esta enzima (Bartos y col., 2022). En estudios preliminares se observaron
efectos similares en las hembras de 90 dias expuestas a ambas concentraciones
de F. Datos de otros autores demostraron que en grupos de ratas macho
expuestas a F durante las primeras etapas del desarrollo y crecimiento, una
disminucion de la actividad de AChE en la corteza cerebral, el HPC e hipotalamo

(Kinawy, 2019).
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En el caso del iAs, estudios realizados en nuestro laboratorio demostraron
que las crias hembra de 90 dias expuestas a 0.10 mg/L iAs registraron una
disminucién de actividad enzimatica de AChE en CPF, CPu e HPC. Con
respecto a los machos, sélo las crias expuestas a 0.05 mg/L iAs mostraron una
disminuciéon de la actividad de AChE en el HPC (datos sin publicar). Con
respecto a los receptores, se observé una disminucidon significativa en la
expresion de la subunidad a7-nAChR a nivel de ARNm en el HPC de las crias
hembra adultas que fueron expuestas a iAs durante las etapas de gestacion y
lactancia (Ménaco y col., 2018). Otros estudios demostraron que los receptores
MAChR y nicotinicos nAChR pueden alterarse ante la exposicién a iAs o F,
provocando una disminucion de la respuesta colinérgica del sistema nervioso
(Dong y col.,, 2015; Chandravanshi y col.,, 2019). Teniendo en cuenta los
resultados obtenidos como consecuencia de la co-exposicion a iAs/F en las crias
de 45 y 90 dias de edad, podemos concluir que:

v La co-exposicion a la combinacion B de iAs/F, produce una alteracion en la
actividad enzimética de la AChE en el HPC de las crias macho de 45 dias.
Este efecto podria ser en parte responsable de las alteraciones
observadas en las MCD y MLD.

v La co-exposicion a ambas combinaciones de IiAs/F provoca una
disminucioén en la actividad de la AChE en las crias de 90 dias, en ambos
sexos en las &reas estudiadas.

v La co-exposicion a la combinacion B, induce en las crias macho adultas la
aparicion de un nuevo efecto, observandose una disminucién en actividad
de AChE en las areas analizadas. Este efecto no fue observado en la
exposicion individual de estos elementos.

v La co-exposicién provoca un efecto tardio con respecto a la inhibicion

enzimatica, observandose de manera global en las crias adultas.
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v La inhibicion enzimética de la AChE produciria un aumento de los niveles
de ACh en el CPu. Esto podria estar regulando negativamente la expresion
de m1l-AChR, aumentar la transmision colinérgica y, en consecuencia,
alterar la actividad locomotora en las crias expuestas.

v/ La disminucion de la actividad enzimatica de la AChE, junto con los
desequilibrios observados en el estrés oxidativo, podrian ser los
responsables o contribuirian a las alteraciones observadas en los reflejos
sensoriomotores, en la regulacion de la actividad locomotora, en la

ansiedad y en los diferentes tipos de memoria.

Como se menciond anteriormente, la TNALP es una izoenzima de la ALP
que se encuentra asociada al normal desarrollo y funcionamiento del cerebro,
formando parte del metabolismo de algunos neurotransmisores (Brun-Heath y
col., 2011). Adicionalmente, se investigé su relaciébn con algunos trastornos
neurolégicos, como la epilepsia y diversas anomalias morfolégicas cerebrales
(Vardy y col., 2012; Cruz y col., 2017).

Nuestros resultados mostraron que las crias hembra de 45 dias expuestas
a la combinacion A, registraron un aumento en la actividad de ALP en el HPC,
mientras que en los machos expuestos a la combinacion B, se observé una
disminucion de la actividad enzimética sb6lo en la CPF. Por otra parte, los
resultados obtenidos en las crias hembra de 90 dias expuestas a la combinacién
A, demostraron un aumento en la actividad en el HPC, y en las expuestas a la
combinacién B, este efecto se registré en la CPF. En el caso de los machos, este
efecto sélo se observo en el CPu de las crias expuestas a la combinacion A. En
una investigacion previa también realizada en nuestro laboratorio, se observo
gue las crias de 90 dias expuestas a 0.10 mg/L iAs, registraron una disminucion

en la actividad de ALP sé6lo en el CPu de las hembras, sin observarse
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alteraciones en los machos. En el caso de la exposicion individual a F, se
observd un aumento significativo en la actividad de ALP en el CPu y en la CPF
de los machos adultos expuestos a la concentracion A y B respectivamente, sin
observarse alteracion de la actividad de las crias hembra en ninguna de las
combinaciones ni &reas analizadas (Bartos y col.,, 2022). Otros estudios
demostraron que ratones expuestos a F con 20 mg de F/kg por via
intraperitoneal durante 14 dias, revelaron un incremento en la actividad de ALP
en el cerebro (Reddy y col., 2009). Por lo tanto:

v' La co-exposicion produce un nuevo efecto en las hembras adultas,
observandose un aumento en la actividad enzimética de la ALP en el HPC
de las crias expuestas a la combinacién A, y un aumento de actividad en la
CPF en las expuestas a la combinacién B. En el caso de los machos, el
efecto fue similar al observado en la exposicion individual de estos
elementos.

v' El incremento en la actividad de ALP podria deberse a la alta demanda de
grupos fosfato necesarios para la reparacion del ADN y la sintesis de
proteinas, alteraciones que podrian ser producidas por la co-exposicién de

iAsy F.
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Algunos estudios mencionados en la introduccion del presente trabajo,
sefalan diferentes efectos que provocan el iAs y el F sobre la salud humana.
Existe escasa bibliografia respecto a los posibles efectos e interacciones que
estos elementos pueden ocasionar en las personas cuando se consumen de
manera conjunta en el agua de perforacion, en periodos criticos del desarrollo y
cuando estan presentes a bajas concentraciones. Por lo tanto, en este trabajo
evaluamos el efecto neurotdxico que provoca la exposicion durante el desarrollo
de concentraciones bajas de iAs/F, en crias de ratas jovenes y adultas de ambos
sexos. En esta evaluacion, pudimos observar la aparicién de efectos sinérgicos,
antagonicos o nuevos efectos, como asi también dilucidar los posibles
mecanismos moleculares involucrados en la neurotoxicidad producida. Nuestros
resultados mostraron que si bien las combinaciones evaluadas no causaron
letalidad en las crias ni alteraciones visibles en el crecimiento, se observaron
efectos diferentes a los producidos por la exposicion individual a ambos
elementos. Los mismos dependen de la edad y sexo de las crias, y de las
concentraciones utilizadas. Observamos que la co-exposicién al iAs/F durante
las etapas de gestacion y lactancia provoco en las crias un retraso en los reflejos
sensoriomotores y una disminucion de la respuesta del reflejo nociceptivo. La
combinacién afect6 la actividad locomotora de las crias, produciendo un efecto
bifasico en las crias jovenes y un aumento de la actividad en las crias adultas.
Por otro lado, la co-exposicion indujo en las crias de ambos sexos, un efecto
ansiolitico, y ademés las crias hembra manifestaron un comportamiento
compatible con el estado depresivo. La combinacion iAs/F provocd una
disminucién en la retencion de las memorias de corto y largo plazo, y

alteraciones en la memoria de reconocimiento en las crias adultas.
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Estd demostrado que las &areas cerebrales estudiadas son fundamentales
en la regulacion de la locomocién, la ansiedad, la depresion y la memoria, y que
sus  funciones reguladoras suelen  superponerse. Los  cambios
neuroconductuales observados como consecuencia de la co-exposicién podrian
explicarse, en parte, por la disminucion del sistema antioxidante en las distintas
areas cerebrales y las diversas alteraciones en la actividad enzimatica de las
transaminasas (AST y ALT), AChE y ALP, que conducen a una desregulacion de
los sistemas de neurotransmisién. Los posibles mecanismos por el cual se
observaron las alteraciones en la memoria en las crias pueden deberse a
diversos eventos que pueden ocurrir en el HPC: disminucién de la expresion de
a7-nAChR, aumento de los niveles de Glu que producen excitotoxicidad y
disminucion de los niveles de enzimas antioxidantes. Las alteraciones
neuroquimicas observadas en la CPF y el CPu podrian explicar los disturbios
locomotores, el efecto ansiolitico y el estado depresivo. La neurotoxicidad del
desarrollo ante la co-exposicion a iAs/F sigue estando sujeta a una gran
diversidad y complejidad de mecanismos moleculares involucrados en la
toxicidad. En los Ultimos afios, se ha demostrado que el iAs y el F podrian
producir modificaciones epigenéticas que producen diferentes efectos adversos
sobre la salud humana (Bjorklund y col., 2018; Daiwile y col.,, 2019). Los
componentes epigenéticos juegan un papel crucial en la regulacién de la
expresion génica, tanto a nivel transcripcional como postranscripcional. Los
cambios en las modificaciones postraduccionales de las histonas, los patrones
de metilacion del ADN y los microARN se han observado repetidamente después
de la exposicibn a iAs y F en estudios con animales y humanos. Estas
modificaciones pueden alterar la homeostasis neuronal, dando como resultado la
modulacion de vias de neurotransmision que regulan los efectos
neuroconductuales inducidos por iAs/F. Los resultados obtenidos en esta tesis
pueden ser de utilidad a los organismos responsables, para poder realizar no
s6lo una adecuada evaluacién del riesgo de exposicion a estos elementos, sino

aplicar las medidas preventivas para evitar dicha exposicion en etapas criticas
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del desarrollo (gestacion y la lactancia), y establecer niveles maximos permitidos
de iAs y F en aguas de consumo, garantizando la seguridad y proteccion de la

salud de las personas.
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de Toxicologia. Buenos Aires, Argentina. 21-23 de Septiembre de 2022.

o ‘“Efectos neurotdxicos en crias de ratas expuestas durante la etapa
perinatal a concentraciones de flior encontradas en acuiferos de la
Region Chaco Pampeana”. Bartos, Mariana, Gumilar, Fernanda;
Gallegos, Cristina; Baier, Javier; Bras, Cristina; Dominguez, Sergio;
Cancela, Liliana; Minetti, Alejandra. XXII Congreso Argentino de
Toxicologia. XXXVII Jornadas Argentinas Interdisciplinarias de

Toxicologia. Buenos Aires, Argentina. 24 y 25 de Septiembre de 2021.

o ‘Efecto sobre la ansiedad en ratas co-expuestas a arsénico y fluor
durante la gestacion y la lactancia”. Dominguez, Sergio; Lencinas,

lleana; Bartos, Mariana; Gallegos, Cristina; Monaco, Nina; Bras, Cristina;

194



Minetti, Alejandra; Gumilar, Fernanda. XXXVII Jornadas Interdisciplinarias
de Toxicologia. | Jornada Virtual Iberoamericana: La Toxicologia
transitando los tiempos de pandemia”. 16-18 de Septiembre de 2020.

“La exposicion de Arsénico durante el desarrollo produce depresion en
ratas adultas”. Ménaco, Nina; Dominguez, Sergio; Lencinas, lleana B.;
Bartos, Mariana; Gallegos, Cristina; Bras, Cristina; Minetti, Alejandra;
Gumilar, Fernanda. XXXVII Jornadas Interdisciplinarias de Toxicologia. |
Jornada Virtual Iberoamericana: La Toxicologia transitando los tiempos
de pandemia”. 16-18 de Septiembre de 2020.

“La co-exposicion de Arsénico y Fluor durante el desarrollo afecta la
memoria de ratas jévenes” Dominguez, Sergio; Lencinas, lleana B.;
Bartos, Mariana; Gallegos, Cristina; Bras, Cristina; Ménaco, Nina; Minetti,
Alejandra; Gumilar, Fernanda. XXI Congreso Argentino de Toxicologia.

Buenos Aires, Argentina. 18-20 de Septiembre de 2019.

“La co-exposicion de Arsénico y Fluor durante el desarrollo afecta la
ansiedad en ratas”. Dominguez S.; Lencinas, |.; Bartos, M.; Gallegos. C.;
Bras C.; Moénaco, N.; Minetti, A. Gumilar F. XXXVI Jornadas Argentinas
Interdisciplinarias de Toxicologia. Cordoba, Argentina. 19-21 de
Setiembre. Afio 2018.

“La exposicion a bajas concentraciones de fltior durante la gestacion y la
lactancia altera la memoria, el sistema antioxidante y los niveles de
transaminasas en los cerebros de las crias de ratas” . Bartos, M.; Gumilar
F.; Gallegos. C.E.; Bras C.; Dominguez S.; Lencinas, |.; Cancela L.;
Minetti, A. XXXVI Jornadas Argentinas Interdisciplinarias de Toxicologia.
Cérdoba, Argentina. 19-21 de Setiembre. Afio 2018.

“La co-exposicion de As/F durante la gestacion y la lactancia provoca
alteracion de la actividad locomotora en ratas”. Dominguez S.; Bartos,
M.; Gallegos. C., Bras C.; Monaco N.; Minetti, A., Gumilar F. XX

Congreso Argentino de Toxicologia-XXXV Jornadas Argentinas
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Interdisciplinarias de Toxicologia. Santa Fe, Argentina. 20 al 22 de
Setiembre. Afio 2017.

“La co-exposicion de As/F durante periodos criticos del desarrollo
provoca un retraso madurativo en ratas”. Dominguez S.; Bartos, M.;
Gallegos. C., Bras C.; Monaco N.; Minetti, A., Gumilar F. VI Congreso
Bianual PROIMCA. IV - Congreso Bianual PRODECA. Bahia Blanca,
Argentina. 6 al 8 de Setiembre. Afio 2017.

“Efecto modulador del arsénico sobre el sistema inmune en ratas
expuestas durante la gestacion y lactancia”. Lencinas, |; Dominguez S.;
Minetti, A., Gumilar F.; Prat M.l. VI Congreso Bianual PROIMCA. IV -
Congreso Bianual PRODECA. Bahia Blanca, Argentina. 6 al 8 de
Setiembre. Afio 2017.

“Disfunciones oxidativas en cerebro de crias de ratas expuestas a fltor
durante la gestacion y la lactancia”. Bartos, M.; Gumilar F.; Gallegos.
C.E.; Bras C.; Dominguez S.; Ménaco N.; Cancela L. VI Congreso
Bianual PROIMCA. IV - Congreso Bianual PRODECA. Bahia Blanca,
Argentina. 6 al 8 de Setiembre. Afio 2017.

“El estrés oxidativo como posible via de neurotoxicidad producida por la
exposicion a Flaor durante la gestacion y la lactancia”. Bartos, M,
Gumilar F., Gallegos. C Bras C. Dominguez S.; Ménaco N, Cancela, L.;
Minetti, A. XXXIV Jornadas Argentinas Interdisciplinarias de Toxicologia.
Cérdoba, Argentina. 21 al 24 de Setiembre. Afio 2016.
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