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RESUMEN

La industria minera es importante para el desarrollo econémico de un pais. Sin
embargo, la extraccion de minerales genera residuos llamados jales. Los cuales
contienen mezclas de elementos potencialmente téxicos (EPT), como por ejemplo los
metales pesados (MP). Estos se bioacumulan en érganos, tejidos y sistemas de los
organismos y a su vez se biomagnifican a través de la cadena tréfica. Particularmente,
en Huautla, Morelos la explotacibn metallrgica generé aproximadamente 780, 000
toneladas de residuos depositados a la intemperie contaminando los factores biéticos
como la vegetacion y fauna. En particular, se ha documentado que las especies de
roedores establecidas en los jales bioacumulan MP en sus tejidos y causan dafio
genotoxico y efectos sobre su morfologia.

El presente estudio se enfoco en el sistema dopaminérgico, principalmente a las vias
nigroestriatal y mesolimbica. Las cuales estan asociadas a la regulacién de conductas
como control motor y actividad exploratoria y a funciones cognitivas como el aprendizaje
y la memoria. Se sabe que los MP se bioacumulan en &reas cerebrales dopaminérgicas
en animales de laboratorio y modifican dichas conductas y funciones cognitivas. Sin
embargo, en roedores silvestres se desconoce si la exposicion a MP tiene efectos
conductuales y neuroanatémicos. Para ello, en la especie de roedor centinela
Peromyscus melanophrys fue evaluado el control motor y actividad exploratoria a través
de la prueba campo abierto y el aprendizaje y la memoria a través de la prueba
Laberinto Acuatico de Morris. También fue cuantificado el nUmero de células positivas a
la enzima tirosina hidroxilasa (TH) en el mesencéfalo a través de la técnica de
inmunohistoquimica. En dicha area cerebral se encuentran los cuerpos neuronales de
las vias dopaminérgicas. TH es importante para la sintesis de dopamina. Los individuos
de la especie P. melanophrys fueron colectados de una zona testigo y una zona
expuesta a residuos mineros en Huautla, Morelos. En la muestra de ambas zonas se
equilibraron las variables de género y edad, es decir, que ambas variables estuvieran

representadas de igual forma en ambos grupos. Los resultados en el campo abierto



mostraron que los individuos de la zona minera presentan signos de hiperactividad y
ansiedad en comparacion a los individuos de la zona testigo. También se encontré que
a pesar de que los individuos de la zona minera estan expuestos a metales pesados no
presentan cambios en las funciones cognitivas como el aprendizaje y memoria. Sin
embargo, se encontré disminucion en el nimero de células positivas a la enzima TH del
52% y 35% en la sustancia nigra pars reticular (SNpr) y en el ndcleo paranigralis (PN),
respectivamente. Este estudio mostré que en el roedor silvestre P. melanophrys
considerado especie centinela se pueden detectar cambios conductuales y
neuroanatomicos inducidos por la exposicién a metales pesados presentes en los jales.
Ademas, la actividad locomotora y el nimero de células positivas a TH podrian ser

considerados marcadores de efecto en dicha especie.

Palabras clave: Jales, roedor silvestre, dopamina, biomarcador, conducta.



1. INTRODUCCION

1.1 Mineria en México

La mineria es una actividad econémica que ha estado presente en el proceso historico
de México. Por ejemplo, existen vestigios de la época de los aztecas que indican la
elaboracion de herramientas de silice para facilitar actividades de sobrevivencia y
objetos de turquesa para fines religiosos. La mineria prehispanica en México elaboraba
laminas labradas en Oro (Au), Plata (Ag), Cobre (Cu) y Estafio (Sn) para ser utilizadas
en santuarios religiosos. En el centro del pais, por ejemplo, en Querétaro, explotaban
cinabrio para actividades ornamentales, lo que muestra que la mineria estuvo presente
antes de la llegada de los espafioles (Sanchez et al., 2003; Mendoza-Amezquita et al.,
2006; Medel-Reyes et al., 2008; Gongora, 2013).

En la época de la conquista espafola (1546), en la Sierra de Zacatecas, se
originaron las primeras minas. Dichas zonas en pocos afios quedaron deforestadas ya
gue fueron un punto de partida para la expansion de nuevos lugares de explotacion por
los siguientes 25 afios. En los subsecuentes afios se explotaron minas en Taxco,
Zumpango, Tlalpujahua, Pachuca y Guanajuato, impulsando la economia del pais.
Actualmente, México es un pais importante para la inversion minera, ocupando el ler
lugar en Latinoamérica y 4to lugar a nivel mundial (Sanchez et al., 2003; Monreal-
Saavedra y Hernandez, 2015; Secretaria de Economia, 2020).

Los jales son apilamientos de rocas molidas generadas después de la extraccion
de metales de interés, provocando dafos irreversibles al medio ambiente, ya que los
jales contienen elementos altamente toxicos (EPT), entre ellos los metales pesados

(MP) (Volke et al., 2005; Mussali-Galante, 2013).



En el pais, se registran yacimientos mineros (antiguos y otros actuales), activos y
no activos a lo largo de distintas entidades federativas. EI nUmero de jales producto de
la actividad minera no ha sido documentado. Por ejemplo, en el caso del poblado de
Huautla, Morelos, no existe un nimero exacto de la cantidad y situacién de los residuos
mineros (jales) abandonados en la zona (Romero et al., 2011).

a) Mineria en Morelos: Jales de Huautla

A finales del siglo XVII, las empresas mineras en el Estado de Morelos explotaron
yacimientos a lo largo del estado. A pesar de ello, se considera un estado propiamente
agricola y no minero. Particularmente en Huautla, que se ubica al sur del estado de
Morelos y pertenece al municipio de Tlaquiltenango, se explotaron yacimientos de Plata
(Ag), Plomo (Pb) y Zinc (Zn) (Sanchez et al., 2003).

Actualmente, las zonas mineras en Huautla estan inactivas debido a la
disminucién en el precio de la plata. A partir de 1993, dichas zonas quedaron dentro de
un area de conservacion ecoldgica. Esta area natural protegida fue denominada a partir
del 8 de septiembre de 1999 como la Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla
(CONANP, 2019).

En general, la extraccion de elementos metalicos como Pb, Zn, Cu, Arsénico (As)
y Cadmio (Cd) genera depdsitos de desechos conocidos también como colas (tailings),
relaves o jales (Romero et al., 2007; Mussali-Galante, 2013). Los jales contienen EPT’s
que se generan tras la obtencion de minerales metaliferos. Los jales contienen
generalmente agentes quimicos, hidrocarburos y mezclas de MP, como pirita (FeS,),
pirrotina (FeS), galena (PbS), esfalerita (ZnS), calcopirita (CuFeS,), arsenopirita
(FeAsS) (Rodriguez y Garcia, 2006; Romero et al., 2007). Todos ellos al ser vertidos a

la intemperie afectan a la salud humana y al medio ambiente (Sanchez, 2003; Mussali-
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Galante, 2013). Generalmente, los EPT’s son metales como el As, Cd, Pb, Cu, Zn,
Hierro (Fe), Mercurio (Hg), Niguel (Ni), Cromo (Cr), entre otros (Volke et al., 2005;
Remon et al., 2005; Bautista-Cruz y Arnaud-Vifias, 2006; Romero et al., 2007).

En el caso de Huautla, Morelos, los jales que se generaron son de forma soélida y
fueron apilados a la intemperie facilitando su dispersion eodlica e hidrica. Estos
depdsitos tienen un impacto en los suelos, ya que los metales antes mencionados se
acumulan en los sedimentos afectando la estructura de los suelos (Volke et al., 2005;
Puga et al.,, 2006). Ademas, los MP pueden ser bioacumulados en los organismos
dando como resultado un proceso de biomagnificacion. En este proceso las
concentraciones de las sustancias toxicas como los MP, aumentan conforme el nivel de
la cadena trofica es mayor, es decir, los organismos del inicio de la cadena (productores
primarios) presentan bajas concentraciones pero las concentraciones son mayores a
medida que asciende la cadena tréfica. En la biomagnificacion, las sustancias téxicas
se incorporan a lo largo de las cadenas troficas a través de diversos mecanismos de
accion, provocando distintos problemas a la salud de los organismos (Lépez-Vera,
2006; Escobar, 2010; Rebollo-Salinas, 2019). Los efectos en los individuos dependen
del tipo de metal al que estan expuesto, a las concentraciones de los metales, tiempo
de exposicion, caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos, entre otros factores

(Medel-Reyes et al., 2008; Ramos-Gémez et al., 2012; Mussali-Galante, 2013).



1.2 Metales pesados

Los MP se encuentran de forma natural en los organismos por ejemplo Fe, Zn, Cu,
Manganeso (Mn) y en la corteza terrestre haciéndolos presentes en distintas
concentraciones en los sedimentos. Sin embargo, fuentes antropogénicas pueden
facilitar y aumentar la exposicion a tales metales, como la actividad industrial, la
mineria, agricultura, consumo masivo y emision desechos urbanos (Alarcén-Corredor;
2009; Jaishankar et al., 2014). Los metales pesados son comunmete considerados
como aquellos elementos que tienen densidad especifica mayor a 5 g/cm?, tales como
Cd, Cu, Cr, Fe, Pb y Zn (Jarup 2003). Por otra parte los metales se definen por sus
propiedades fisicoquimicas, como: a) elementos que a temperatura ambiente se
encuentran en estado solido, b) alta reflectividad, lo que otorga a los metales el
caracteristico brillo debido a la formacion de una nube electrénica por continuo traslado
de electrones de atomos a atomos, c) alta conductividad eléctrica, lo que describe que
no ofrecen resistencia alguna al flujo de energia, d) alta conductibilidad térmica que
describe el movimiento cinético de electrones por un gradiente de temperatura, e)
ductilidad lo que les permite ser manipulados sin romperse es decir, resistencia
mecanica, f) impenetrabilidad generando resistencia a que otro cuerpo ocupe su lugary
g) divisibilidad lo que permite que se fraccionen en particulas mas pequefas (Livshits et

al., 1982; Dominguez y Ferrer, 2017).

La bauxita, austenita, pirita, cementita y sorbita son formaciones minerales
(menas) y combinaciones quimicas en las que se pueden encontrar a la mayoria de los

metales en la naturaleza. A excepciéon del Cu, Ag y Au que son poco reactantes,



encontrandose sin combinar en su estado natural (Volke et al., 2005; Mendoza-

Amezquita et al., 2006).

Algunos metales son esenciales en cantidades suficientes para funciones
bioquimicas vy fisiolégicas, tales como el Calcio (Ca), importante en mamiferos para el
mantenimiento de la estructura Osea (Solomon et al., 2001; Tresguerres, 2003;
Quezada y Sosa, 2011). Otro ejemplo es el Fe, empleado en funciones enzimaticas y
distribucion en sangre (Cascante-Burgos, 1999; Rivillas, 2018). En el caso del Zn, éste
participa en el funcionamiento del sistema inmune, divisién y crecimiento celular (Rubio
et al., 2007). En general, se consideran 15 metales esenciales para los organismos,
tanto en plantas como en animales: Fe, Ca, Zn, Cr, Cu, Ni, Sodio (Na), Potasio (K),
Magnesio (Mg), Manganeso (Mn), Estroncio (Sr), Bario (Ba), Molibdeno (Mo), Cobalto
(Co), Estafio (Sn) (Pacheco et al., 1980). Sin embargo, en concentraciones elevadas
pueden ser nocivos, al actuar como agentes potencialmente toxicos. La toxicidad
depende de la dosis absorbida, la via de exposicién y la quimica del metal (Jaishankar
et al.,, 2014). Un ejemplo es el Mn, el cual es un elemento que nutricionalmente es
esencial en concentraciones bajas y toxicas en concentraciones elevadas. El Mn es un
elemento importante para funciones enzimaticas en las cuales funciona como activador
(Pacheco et al., 1980). El manganeso es transportado directamente al cerebro antes de
ser metabolizado en el higado, su acumulacion en el cerebro puede derivar en
trastornos neurolégicos permanentes como Parkinson, dificultad motora, temblores y

espasmos en musculos faciales (Dydak et al., 2011).



a) Mecanismos de toxicidad de los metales pesados

La exposicion de MP a concentraciones elevadas se asocia con multiples efectos
toxicos en los organismos. Lo anterior, se debe a distintos mecanismos celulares, tales
como: 1) la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en
inglés), 2) sustitucion de biomoléculas o a la mimetizaciéon de metales esenciales, y 3)
dafio al acido desoxirribonucleico (ADN). En cuanto al primer mecanismo, los MP
participan en reacciones que generan especies reactivas de oxigeno (ROS) tales como
el anién superéxido (0?), el radical hidroxilo (OH") y el peréxido de hidrégeno (H.0,).
Las altas concentraciones de ROS celulares pueden causar dafio oxidante afectando a
distintos organelos, proteinas, lipidos y ADN (Volke et al., 2005; Mussali-Galante, 2013).
En cuanto al segundo mecanismo, los metales como Pb, Cd y Mn pueden reemplazar a
los metales esenciales como Zn?*, Cd**, Fe**, Mg* de los sitios activos de las proteinas
y/o enzimas, lo que deriva de un cambio conformacional de las mismas afectando su
funcién (Jaishankar et al.,, 2014). Por ejemplo, el Cd utiliza este mecanismo de
desplazamiento uniéndose a grupos tiol (-SH) libres, catalizando la oxidacion del lado
amino de la cadena, interfiriendo en el plegamiento de la estructura terciaria, lo que
conlleva a un mal funcionamiento de las proteinas. Otro ejemplo es el Pb, un metal
ubicuo, detectable en todas las fases del medio ambiente y sistemas biol6gicos. El
mecanismo de toxicidad del Pb ocurre debido a la capacidad de sus iones para sustituir
cationes divalentes como Ca #*, Mg **, Fe *" y los cationes monovalentes como Na*, los
cuales participan en el metabolismo de la célula. Una vez que el Pb ha sido absorbido

puede acumularse en huesos, dientes, higado, pulmon, rifidn, cerebro y bazo.



Asimismo, el Pb es capaz de cruzar la barrera hematoencéfalica y placenta. El Pb
a nivel celular puede sustituir al calcio y afectar a la proteina cinasa C reguladora de la
excitacion neural y el almacenamiento de memoria. Dicho mecanismo de toxicidad
puede causar cambios en distintos procesos bioldgicos como; plegamiento de la
proteina, apoptosis, regulaciéon enzimatica y lanzamientos de neurotransmisores. Otro
ejemplo es la anhidrasa carbonica Il, la cual es una metaloenzima que contiene en su
sitio activo a una molécula de Zn que al ser remplazada por una molécula de Pb
provoca que su actividad sea deficiente (Flora et al., 2012). Otro ejemplo es el As, el
cual se puede encontrar de manera natural en la superficie terrestre y por fuentes
antropogénicas en fabricas, manufactura y en la elaboracion y aplicacion de pesticidas.
El As posee propiedades toxicas y cancerigenas relacionadas con cancer de higado,
pulmén, vesicula y piel, siendo sus formas inorganicas como el arsenito y arsenato los
compuestos mas letales para el medio ambiente y los seres vivos. EI mecanismo de
toxicidad involucra bloguear directamente los grupos sulfhidrilos libres de proteinas y
enzimas, provocando una disminucion en la funcién de sefializacion intracelular. Dicho
efecto puede modificar el sistema de neurotransmisores en algunas regiones cerebrales
tales como cerebelo, tallo cerebral e hipotdlamo (Nava-Ruiz et al., 2012; Jaishankar et

al., 2014).

Con respecto al tercer mecanismo de toxicidad de los metales, dafio al ADN
conocido como efecto genotoxico, los MP causan rompimiento a la cadena
doble/sencilla del ADN, mutaciones, aberraciones cromosémicas, alquilacién de bases
nitrogenadas y formacion de aductos en humanos (Weinstein, 1988; Mussali-Galante et

al., 2013), en modelos animales y en roedores silvestres (Da Silva et al., 2000; Mussali-



Galante et al., 2012). La genotoxicidad se genera de forma directa e indirecta. En la via
directa de la genotoxicidad consisten en la formacion de aductos de ADN, siendo la
unién covalente de un MP con &atomos de nitrégeno u oxigeno de las bases
nitrogenadas del ADN. La alquilacion de bases involucra la union de un grupo alquilo a
un atomo de nitrégeno de la guanina. También relacionada con entrecruzamiento de
cadena (Vullo, 2002; Jaishankar et al., 2014). Mientras que la genotoxicidad indirecta es

través de la generacion de ROS, previamente mencionado.

Los MP tienen efectos negativos en la salud de los organismos debido a la
alteracion de las funciones bioquimicas y fisiologicas en distintos sistemas y 6rganos
del cuerpo. Entre los sistemas mas afectados por la toxicidad de MP se encuentran:
sistema renal, respiratorio, musculo-esquelético, inmunoldgico y el sistema nervioso
(Nava-Ruiz y Méndez-Armenta, 2011; Jaishankar et al., 2014; Londofio-Franco et al.,

2016; Rodriguez, 2017).

1.3 Sistema nervioso central: Vias dopaminérgicas
El sistema nervioso se divide en central y periférico. En general, en vertebrados, el
sistema nervioso central (SNC) esta constituido por el encéfalo y la médula espinal.
Funcionalmente el SNC posee siete regiones (Médula espinal, Bulbo raquideo, Puente
de Varolio, Cerebelo, Diencéfalo, Mesencéfalo y Telencéfalo) como se muestra en la
Figura 1. En el presente estudio nos enfocaremos al estudio del SNC, particularmente a
las areas denominadas mesencéfalo y telencéfalo.

El mesencéfalo esta situado por encima del puente de Varolio y controla funciones

motoras y sensitivas. Mientras que el telencéfalo esta constituido por los hemisferios



cerebrales compuestos por la corteza cerebral (estructura plegada externa) y tres
estructuras en su profundidad: Ganglios basales encargados de regular el control motor,
hipocampo involucrado en el almacenamiento de recuerdos y nucleos amigdalinos que

partcicipa en estados emocionales, respuestas autbnomas y endocrinas (Kandel et al.,

2001).

Cerebelo

Médula
espinal

Figura 1. Estructuras principales del sistema nervioso central en rata (Modificada de
Paxinos y Watson, 2005)

El encéfalo se encuentra protegido por una barrera anatémica, descubierta en
1855 por el bacteriélogo Paul Ehlrich llamada barrera hemato-encefalica (BHE). Esta es
una interface entre la sangre y el cerebro y esta constituida por células endoteliales de
la red capilar. Asimismo, BHE es caracterizada por su alta selectividad, regulando el

intercambio bidireccional entre la sangre circundante y el tejido nervioso. La proteccion



del SNC por la BHE evita los efectos deletéreos de agentes neurotoxicos que circulan
en la sangre. Sin embargo, ciertos metales pueden cruzar facilmente dicha barrera (P.
ej. el Pb, Zn, Mn, Fe, entre otros) sin necesidad de pasar por un proceso previo de
metabolizacion, provocando dafio a las membranas celulares, alteraciones en las vias
de sefalizacion, bloqueo de los canales dependientes de voltaje y bloqueo de la
liberacion de neurotransmisores (Davson y Segal, 1996).

En general, los neurotransmisores son biomoléculas sintetizadas por las neuronas,
encargados de la transmisidén de sefiales entre una neurona y otra. Un neurotransmisor
debe cumplir con los siguientes criterios: a) ser sintetizado en la neurona, b) estar
presente en la terminal presinaptica, liberandose en cantidades suficientes para ejercer
su accion definida en el receptor, c) activar los canales idnicos o via de segundo
mensajero en la célula postsinaptica con concentraciones razonables al ser
suministrado como farmaco, d) presentar un mecanismo especifico para la eliminaciéon
de su lugar de accion. Entre los neurotransmisores mas importantes se encuentran;
acetilcolina, glutamato, glicina, GABA, noradrenalina, adrenalina, serotonina, histamina
y dopamina (Kandel et al., 2001).

a) Metabolismo del neurotransmisor dopamina

En el caso de la dopamina, éste es un neurotransmisor catecolaminérgico producido en
las neuronas dopaminérgicas, por ejemplo en el area tegmental ventral de la substancia
nigra del mesencéfalo. La dopamina esta formada por un ndcleo catecol (C¢HgO>) y un
anillo benceénico (CgHs) 3,4 dihidroxilado (Webster, 2001).

La dopamina es sintetizada a partir del aminoacido L-tirosina a L-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA), por la enzima tirosina-hidroxilasa (TH) que utiliza como

sustrato a la tetrahidrobiopterina y oxigeno molecular (O,) (Figura 2). Cabe resaltar que
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para la sintesis de dopamina, la enzima TH es esencial para catalizar la conversion de
aminoacidos a su precursor L-DOPA (Dix et al.,, 1987; Pérez-De la Cruz, 1995). La
enzima TH es un péptido de 498 aminoacidos correspondiente a la familia de las
hidroxilasas de aminoacidos aromaticos, considerada la enzima limitante de la
velocidad en la sintesis de catecolaminas (Chetty et al., 2001; Kandel et al., 2001). Una
vez que L-DOPA es sintetizada por la enzima TH, la enzima descarboxilasa de los L-
aminoacidos aromaticos (AAAD) utiliza al piridoxal fosfato (B6) para romper el enlace
del ultimo carbono, liberando CO; y una molécula de agua (H,O), produciendo asi una
molécula de dopamina. Posteriormente, las moléculas de dopamina son almacenadas
en vesiculas sindpticas citoplasmaticas a partir de la activacion de los transportadores
de monoaminas (VMAT2) presentes en las membranas de las vesiculas sinapticas.
Después, la activacién de canales de iones Ca*? en la membrana extracelular, permite
gue las vesiculas sinapticas que contienen dopamina se fusionen con la membrana
extracelular liberando su contenido al espacio sinaptico. Posteriormente, las moléculas
de dopamina seran captadas por los receptores dopaminérgicos presentes en la
neurona presinaptica y/o postsinaptica como se muestra en la Figura 3 (Bahena et al.,
2001, Siegel, 2012).

La dopamina liberada al espacio sinaptico o que no se almacena en vesiculas es
degradada a través de dos enzimas: a) Monoamino oxidasa (MAO) localizada en la
membrana externa de las mitocondrias de neuronas presinapticas y b) Catecol O-
metiltransferasa (COMT) localizada en la membrana extracelular de neuronas
postsinapticas. Con respecto a la enzima MAO, ésta produce una reaccion quimica en
el grupo amino transformando a las moléculas de dopamina intracelular de neuronas

presinapticas a acido 3,4 dihidroxifenilacético (DOPAC) que se difunde al espacio
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sinaptico. Por el contrario, COMT transfiere un grupo metilo (CH3-) del co-sustrato S-
adenosil metionina (SAM) al nucleo de catecol de DOPAC, transformandolo a acido
homovanilico (HVA) somo se muestra en la Figura 2 (Yu, 1986; Kaakola et al., 1987;
Webster, 2001).

El acido homovanilico (HVA) es el metabolito que se produce como resultado de la
metilacion de la dopamina por la enzima COMT al producir 3-metoxitiramina (3-MTT) en
el espacio sinaptico. Las moléculas de 3-MTT pueden ingresar a neuronas
presindpticas y por accion de la MAO producir HVA, del mismo modo que la metilaciéon

de DOPAC produce también HVA (Kandel et al., 2001; Webster, 2001; Siegel, 2012).
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Figura 2. Sintesis y degradacion del neurotransmisor dopamina. L-Tyr=
aminoacido Tirosina, L-DOPA= L- 3,4 dihixifenilalanina, MAO= enzima monoamino
oxidasa, COMT= enzima Catecol- O- metiltransferasa, 3-MTT= 3-metoxitiramina,
HVA= Acido homovanilico, DOPAC= &cido 3,4 dihidroxifenilacético (Modificado de

Webster, 2001).



La dopamina liberada en la sinapsis actia sobre los receptores dopaminérgicos,
los cuales se han descrito cinco receptores celulares, agrupados en dos familias: a) los
receptores tipo D1 estan integrados por receptores D1 y D5 acoplados a proteinas G y
estimulan la formacién de AMP ciclico, b) los receptores tipo D2 integrados por los
receptores D2, D3 y D4 acoplados también a proteinas G e inhiben la formacion de
AMP ciclico (Figura 3). La familia de receptores D1 son considerados los mas
abundantes y tienen efecto de activacion o excitacion a traves de la apertura de canales
de sodio o inhibicibn a partir de la apertura de canales de potasio. La familia de
receptores tipo D2 estan involucrados en la inhibicion presinaptica o postsinaptica de la
neurona y son los segundos receptores mas abundantes en el sistema nervioso en

mamiferos (Bahena et al., 2001; Siegel, 2012; Ayano, 2016).

L-TIROSINA

L-DOPA

DOPAMINA

¥ o *

@ Moléculas de
dopamina

RECEPTORES DOPAMINERGICOS

Figura 3. Liberacion de dopamina al espacio sinaptico y su union a los receptores
dopaminérgicos. VMAT2= Transportador vesicular de monoaminas, L-DOPA= L-3,4
dihidroxifenilalanina (Modificada de Cooper et al., 2003).
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b) Anatomia de las vias dopaminérgicas
Las vias dopaminérgicas son neuronas que sintetizan dopamina y conectan regiones
cerebrales a través de sus axones y dendritas. En general, las vias dopaminérgicas
pueden clasificarse de acuerdo a la longitud, por el origen y destino de sus
proyecciones (Anden et al., 1996; Cooper et al., 2003). En cuanto al origen y destino de
sSus proyecciones existen cuatro sistemas (Figura 4): 1) Via nigroestriatal en la que el
conjunto de células de la substancia nigra pars compacta (SNpc) localizadas en el
mesencéfalo proyectan rostralmente hacia los ganglios basales, incluido el cuerpo
estriado, 2) Via mesolimbica cuyas neuronas se localizan en el mesencéfalo en el area
tegmental ventral (AVT) y proyectan hacia el nicleo accumbens, amigdala, hipocampo
y finalmente a la corteza prefontral, 3) Via mesocortical sus cuerpos neuronales también
se localizan en AVT y proyectan hacia la corteza prefrontal, 4) Via tuberoinfundibular,
esta via tiene origen en el hipotalamo mediobasal “region tuberal” y sus axones se
proyectan a la regién infundibular (Lindvall et al., 1974; Andén et al., 1966; Andén et al.,
1966b; Cooper et al., 2003). En el presente trabajo nos enfocaremos a las neuronas
dopaminérgicas que se encuentran en el mesencéfalo particularmente en las regiones
A9 (sustancia nigra) y A10 (area ventral tegmental = VTA) que dan origen a las vias
nigroestriatal, mesolimbica y mesocortical (Andén et al., 1966; Galifianes, 2010) (Figura
4). La region A8 (region retrorubral) se localiza cerca de las regiones A9 y A10.
Alteraciones en las vias dopaminérgicas se han asociado directa o indirectamente
con algunos trastornos, tales como la enfermedad de Parkinson, trastornos psicoticos
gue incluyen a la esquizofrenia y la dependencia a drogas (Bahena et al., 2001;

Escobar et al., 2007).
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- Vianigroestriatal
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Figura 4. Principales vias dopaminérgicas en la rata. Los cuerpos neuronales que se
encuentran en las regiones A8 (regidn retrorubral), A9 (sustancia nigra), A10 (area
ventral tegmental) dan origen a algunas vias dopaminérgicas tales como Via
mesolimbica, mesocortical, nigroestriatal y tuberoinfundibular (Modificada de Webster
2001).

¢) Conductas asociadas a las vias dopaminérgicas

Dentro de las conductas asociadas a las vias dopaminérgicas, se encuentran las
conductas motoras, conductas de emotividad, efectividad y de recompensa, tales como
la conducta de juego y la conducta materna. Si bien cada via difiere en su participacion
en las diversas conductas, en general, las vias se han asociado con algunas conductas
y/o funciones cerebrales, tales como: a) la via nigroestriatal participa en el control de los

movimientos, b) la via mesolimbica esta involucrada en los delirios, alucinaciones y en

la euforia de las drogas de abuso, c) la via mesocortical desempefia un papel en los
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sintomas cognitivas y negativos de la esquizofrenia y d) la via tuberoinfundibular esta
asociada a alteraciones que modifican la liberacion de hormonas hipofisarias
provocando problemas metabolicos y de fertilidad (Artigas, 2004; Pérez-Millan, 2010).

En el presente proyecto evaluaremos conductas y funciones cognitivas asociadas a las
vias dopaminérgicas, tales como, el control motor, actividad exploratoria, el aprendizaje

y la memoria.

1) Control motor:

El control motor es la integracién de la informacidén sensorial que proviene del medio
interno (cuerpo) y externo (medio ambiente). Dicha integracién permite organizar,
coordinar musculos y finalmente ejecutar movimientos. El SNC selecciona, controla y
ejecuta movimientos para realizar tareas que le permitan al individuo desenvolverse en
el entorno tales como caminar, correr, buscar y comer alimento, comunicacion intra e
interespecifica y asi obtener éxito en la sobrevivencia (Albaine-Pons, 1987; McDermott
et al., 2001). El control motor puede ser evaluado a través de la prueba de campo
abierto. Mientras que la coordinacion motora puede ser evaluada a través de la prueba
de rotarod (Tabla 1). La prueba de la barra transversal es una prueba que evallta el
déficit motor por ejemplo a través del tiempo de demora el animal en recorrer la barra

de inicio a fin o con el numero de errores del animal al realizar cada paso de la marcha.

2) Actividad exploratoria:
La conducta exploratoria es un comportamiento evocado por estimulos novedosos, que
consiste en actos y posturas que permiten la recopilacion de informacién sobre nuevos

objetos y partes desconocidas del medio. La conducta exploratoria se considera una
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expresion de curiosidad natural y necesidad de explorar el entorno para la busqueda de
rutas de escape, busqueda de alimento, busqueda de pareja y exploracion de zonas
seguras para formar nidos. La conducta exploratoria puede ser evaluada a través de la
prueba de holeboard. También pueden ser utilizadas pruebas de interaccién social y el
laberinto radial con brazos abiertos y cerrados. Cabe mencionar que estas pruebas

también se utilizan para evaluar ansiedad (Martinez-Riera et al. 2001) (Tabla 1).

3) Aprendizaje y Memoria

El aprendizaje de acuerdo a Tobin (2007) es un proceso mediante el cual las
experiencias modifican el sistema nervioso y por lo tanto nuestra conducta. Dicha
modificacion ocurre a partir de procesos que varian a lo largo del tiempo y que se
producen en el entorno (Aguado-Aguilar, 2001). Estas modificaciones o adaptaciones
neuronales en general llamada plasticidad es el reflejo que caracteriza a las neuronas y
al sistema nervioso de los organismos. Cuanta mas plasticidad tiene su sistema
nervioso mas posibilidades de aprendizaje tiene un animal. Por tanto, el aprendizaje
puede considerarse como un cambio en el sistema nervioso que resulta de la
experiencia y que origina cambios duraderos en la conducta de los organismos
(Morgado-Bernal, 2005). El aprendizaje espacial permite orientarse dado que se
establecen asociaciones entre las sefiales del entorno y/o estimulos del ambiente. En la
memoria participa una red compleja de diferentes areas cerebrales interrelacionadas
cuyo propésito es almacenar y evocar (recordar) la informacion adquirida relevante a
través de la experiencia (Kandel et al., 2001; Aguado-Aguilar, 2001). La memoria
permite retener informacién sobre experiencias pasadas y expresar conductas mas

elaboradas a partir de la experiencia adquirida. Por ejemplo, evitar exponerse a rutas de
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alto riesgo para el individuo, ubicar zonas para anidar o alimentarse. De manera que el
aprendizaje y la memoria son dos funciones cognitivas importantes para la
sobrevivencia y reproduccion de los individuos. Ambas funciones cognitivas pueden ser
evaluadas a través del laberinto acuatico de Morris, el laberinto en T y el laberinto de
Cincinnati (Tabla 1) (Moreira et al., 2001; Méndez-L6pez et al., 2013; Vorhees et al.,

2014).
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Tabla 1. Pruebas o paradigmas utilizados para el analisis conductual en animales de laboratorio (Modificada del Instituto de
Neurociencias del Principado de Asturias, 2018).

Prueba Descripcion

Permite evaluar el aprendizaje y la orientacion espacial haciendo uso de
diversos tipos de memoria: a corto plazo y largo plazo y memoria de
trabajo.

Laberinto Acuético de Morris

Permite obtener una medida cuantitativa y cualitativa para evaluar la

actividad locomotora general y exploratoria. Asi como la habituacion al
Campo abierto (Open field) ambiente.

También permite evaluar la conducta de ansiedad en funcion del tiempo

empleado en el centro del campo, segun el nimero de defecaciones y el

tipo de actividad en los primeros minutos de exploracion.

Permite evaluar dos tipos de memoria de referencia y memoria de

Laberinto radial .
trabajo.

Rotarod Permite observar las habilidades de coordinacidon motora.

Permite evaluar el aprendizaje y orientacion espacial haciendo uso de
Laberinto de Cincinnati diversos tipos de memoria: memoria a corto y largo plazo, asi como
memoria de trabajo.

Permite medir los niveles de neofilia, es decir la capacidad exploratoria
Holeboard en un entorno desconocido, en funcion a la frecuencia y duracion de la
exploracién de cada orificio.

Laberintoen T Permite evaluar el aprendizaje espacial y la memoria de trabajo.

Permite evaluar el déficit motor a través del tiempo de demora en que se

Barra transversal .
alcanza el extremo opuesto al de salida.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Efecto de los metales pesados sobre las vias dopaminérgicas en roedores de
laboratorio.

Como bien se ha explicado, las concentraciones elevadas o exposiciones cronicas de
metales pesados pueden generar graves afectaciones, siendo los érganos y sistemas
méas afectados: rifion, pulmén, higado, sistema gastrointestinal, hematopoyético,
nervioso central y periférico. En estos ultimos las afectaciones pueden no ser visibles
sino hasta después de un periodo de tiempo extenso e incluso puede confundirse con
desordenes neurodegenerativos relacionados con la edad como; Alzheimer, Parkinson,
esclerosis multiple, demencias, depresion, ansiedad, entre otras (Nava-Ruiz y Méndez-
Armenta, 2011; Rodriguez, 2017).

Diversos sistemas de neurotransmision son afectados por la exposicion a metales,
pero en el presente proyecto nos enfocaremos a las vias dopaminérgicas. En animales
de laboratorio, existen diversos estudios que han mostrado que la exposicién individual
0 a mezclas de metales pesados modifican conductas relacionadas con dichos
sistemas, tales como; actividad locomotora, coordinacion motora (Tabla 2), la memoria
y el aprendizaje (Tabla 3) y/o la neurotransmision dopaminérgica por ejemplo, sintesis y
degradacion de dopamina, actividad de TH, niveles de receptores dopaminérgicos,
entre otros (Tabla 4). Sin embargo, es importante notar que algunos estudios también
muestran que a pesar de la exposicion a metales individuales o a mezclas de ellos no
se observan cambios conductuales ni neuroquimicos en los animales (Tabla 2, 3 y 4).
Cabe mencionar que los estudios que analizan las exposiciones a mezclas de metales

sobre el sistema nervioso son escasos (Moreira et al., 2001; Rai et al., 2010).
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Tabla 2. Efectos sobre la actividad locomotora y actividad exploratoria en roedores de laboratorio expuestos a metales

pesados.

Metal Sujeto de Administracion Resultados Autor
estudio
Pb Ratas 1000 ppm de Pb(C,H30,), en agua de Aumento sobre la actividad
Sprague- bebida durante la gestacion y lactancia, locomotora en individuos expuestos Ma et al., 1999
Dawley hasta el PND21. de manera crénica a Pb.
Ratas adultas Aumento en la actividad Sauerhoff
macho y 300y 500 ppm de PbCOg3; en agua de exploratoria y control motor en los ) y
Pb ) ' . ) Michaelson,
hembra bebida durante 30 dias. animales expuestos a ambas dosis
. 1973.
Wistar de Pb.
Ratas crias -
macho y Aum_ento en la actividad o
220 ppm de Pb(C,H30,), en agua de exploratoria y control motor durante  Virgolini et al.,
Pb hembra . /% ) . . S
Wistar bebida durante la gestacion y lactancia. los 60 minutos de habituacion en 2004.
los animales expuestos.
10 mg/mL de Pb(CzHgOz)z,
Ratas crias 2 mg/mL MnCl, y en mezcla de 10 mg/mL Las crias machos expuestos a Mn
Pby macho y de Pb(CzH302), and 2 mg/mL MnCl, en S P Betharia y
. = individual presentaron
Mn hembra agua de bebida ndividual y en mezcla hiperactividad Maher, 2012.
Wistar desde la gestacion y lactancia hasta PND b '
21.
Aumento en la actividad
Ratas adultas | : | |
macho y _ exploratoria y c,ontro motor, a Mallo et al.
Pb hembra 0.5 mg de PbCOg3granulado en dieta recorrer mayor nimero de cuadros 2007 '
Wistar desplazados en comparacion a los

animales control.
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Continuaciéon Tabla 2. Continuacion efectos sobre la actividad locomotora y actividad exploratoria en roedores de
laboratorio expuestos a metales pesados

Pb

As

Pb

Cd

Pb

Pb

Ratas hembra
gestantes y crias
Wistar.

Ratas juveniles
macho y hembra

Sprague- Dawley.

Ratas crias
macho y hembra
Long-Evans.

Ratas crias
macho Sprague-
Dawley

Ratas hembra

Wistar de 70 dias.

Individual: 50 ppm NazAsO,,
Pb(C;H302), 0.2%.

En mezcla: 25 ppm de NazAsO,y 0.1%
de Pb(C,H302), a través de agua de
bebida desde el primer dia de gestacion
hasta el dia PND21.

5y 50 ppm Pb(C,H30,), en agua de
bebida.
Evaluadas al PND 40.

1, 2 y 4 mg/kg de CdCl, inyectado a
partir del PND 5 de las crias hasta el
PND 21.

1y 8 mg/kg de Pb(C,H30,), a través de
inyecciones peritoneales durante la
gestacion y hasta el dia PND 21 en las
crias.

0.3 mM de Pb(C;H30,), en agua de
bebida

Disminuye la actividad locomotora y la

actividad exploratoria en animales
juveniles de 21 dias expuestos a la
combinacién de Pb y As.

Disminuye la actividad locomotora en
ambas dosis de Pb.

Disminuye la actividad locomotora de
las crias expuestos 4 mg/kg de Cd en
los dias 15 a 21 postnatal.

Las crias expuestas 4 mg/kg de Cd
presentaron hiperactividad a partir del
dia 20 de exposicion.

Disminuye la actividad locomotora en
animales expuestos.
Disminuye la actividad de crianza en
animales expuestos a Pb.
Aumentaron los niveles de Pb en el
cerebro de los animales expuestos a
dosis de 8 mg/kg de Pb(C;H305),.

Disminuye la conducta de congelacién

y deambulacion de individuos
expuestos.

Saritha et
al., 2018

Reiter et
al., 1975

Ruppert et
al., 1984.

Luthman et
al, 1992.

Trombini et
al., 2001.

Pb(C,H30,),= Acetato de Pb, PbCOs;= Carbonato de Pb, Na;AsOs- Metarsenito de Na, C4HgMnO, = Acetato de Mn, CdCl,- Cloruro
de Cd, PND= Dia postnatal al nacimiento, MnCl,= Cloruro de Manganeso, NazAsO,4 - Arseniato de Na.
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Tabla 3. Efectos sobre el aprendizaje y memoria en roedores de laboratorio expuestos a metales pesados

Metal Sujeto de Administracion Resultados Autor
estudio
El grupo expuesto a 500 ppm no mostré
Pb Ratas adultas 250 y 500 ppm de Pb(C,H30,) aprendizaje. Pequefias diferencias en el Cory-
de |<'J_1 cepa en agua de bebida. aprendizaje se observaron en el grupo expuesto a  Slechta,
Wistar 250 ppm de Pb. 1995

Ratas macho y
hembra de la
cepa Wistar

Ratas de la
cepa Sprague-
Dawley

Pb Ratas macho
de la cepa
Wistar

12.45 mg/kg, 24.90 mg/kg y
49.80 mg/kg de HgCI2 en agua
de bebida PND21.

1000 ppm de Pb(C,H30,), en
agua de bebida durante la
gestacién y permanentemente.

1500 ppm de Pb(C,H30,), en
agua de bebida durante la
gestacion y 21 dias de
lactancia.

En el grupo expuesto a 49,80 mg/kg de Hg no
hubo aprendizaje. El tiempo de llegada aument6
significativamente conforme pasaron las semanas Sadeeq et

de evaluacion. al., 2013
A pesar de la exposicion crénica del Pb, el
aprendizaje no mostré cambios.
La memoria de trabajo y de referencia no mostré6 Ma et al.,
deterioro significativo tras la exposicién crénica a 1999
Pb.
En los grupos experimentales el aprendizaje no
mostré cambios, incluido el grupo tratado con Pb.
Sin embargo, la latencia media se prolongé
significativamente en el grupo expuesto a Pb. Cao et al.
2008
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Tabla 3. Continuacion efectos sobre el aprendizaje y memoria en roedores de laboratorio expuestos a metales
pesados

En los individuos expuestos a 250 y 500 ppm el
aprendizaje mostr6 cambios en la latencia de llegada.
La memoria mostré cambios especificamente en la

Pb  Ratas adultas 65, 125, 250 y 500 ppm de evocacion, donde el grupo expuesto requiere un
macho de la Pb(C,H30,), en agua de mayor tiempo de llegada. Garcia-
cepa Wistar bebida durante 14 dias Arenas et
después del PND1. al., 2004

Los individuos expuestos a 50 y 100 mg/kg mostraron

Pb cambios en el aprendizaje al requerir un mayor
Ratas adultas 25mg/kg, 50 mg/kg y 100 tiempo de latencia de llegada. Cao et al.,
macho de la mg/kg de nanoparticulas de  La memoria en los individuos expuestos a 100 mg/kg 2019
cepa Sprague-  PbS intragastrico durante 6 de Pb mostr6 cambios en la evocacion.
Dawley semanas.

El aprendizaje no mostr6 cambios entre los grupos.

125, 250 y 500 ppm de La memoria mostré6 cambios especificamente en la
Pb Ratas adultas Pb(C,H30,), en agua de evocacion de informacién, al necesitar un mayor Nava-Ruiz
macho de la bebida durante 30 dias. tiempo de latencia de llegada a la plataforma en los et al., 2012
cepa Wistar grupos tratados con

250 Y 500 ppm de Pb.

Ratas crias 50 y 250 ppm de En ningan grupo expuesto a Pb el aprendizaje mostro
Pb macho de la Pb(C,H30,), en agua de cambios. Cory-
cepa Long- bebida. Slechta,
Evans 1995

Pb (C,H302), = Acetato de Pb, PbS= Sulfuro de Pb, CdCl,- Cloruro de Cd, HgCI2= Cloruro de Hg, PND= Dia postnatal,
ppm= Partes por millon.
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Tabla 4. Efectos neuroquimicos en roedores de laboratorio expuestos a metales pesados.

Metal Sujeto de Administracion Resultados Autor
estudio
Pb Rgtas macho 2 nM de Pb(C,H302), en agua Reduccion en la actividad de la enzima tirosina Meredith
e la cepa d . . ) . et al.,
. e bebida hidroxilasa (TH) y sobre la actividad locomotora.
Wistar 1988.
300 mg/kg de Pb(C,H302), y Los niveles de DOPAC fueron mayor en cerebelo
Pby Ratas crias 10mg/kg de acetato de Cd en de individuos expuestos a la mezcla. Serotonina (5- Antonio et
Cd macho de la mezcla en agua de bebida HT) y su metabolito 5-HIAA aumentaron al., 2002
cepa Wistar  durante la gestacion y hasta el significativamente en cerebelo en individuos
PND 21 expuestos PND 21.
Ratas crias 0.2% de Acetato de Pb en
Pb machos de la agua de bebida durante la La exposicion a Pb en machos aumenté los niveles Basha et
cepa gestacion y PND 21, 4, 12y 18 de DA, epinefrina y noradrenalina al., 2013
meses.
Los receptores D1 no mostraron cambios
significativos en las regiones cerebrales
Izaetsssacrlr;blgs 1000 ppm de Pb(C,H302), en exa.mll’.]?dat-s. La e>f[p0|5|0|on cronica ath dlgnzﬂnuyo
P cepa aguade bebidaexpuesta 2" ricales, pero no Gambios en caudado
Sprague- durante la gestacién, lactancia S S, P S 3 u ’ I
PND21 y hasta el PND 84. putamen, nucleo accumbens y talamo. Ma et al.,
Dawley 1999
La actividad de la enzima 6xido nitrico sintasa se
Ratas macho 0.2% de Pb(C,H302), en agua redujo significativamente en PND 21y 35 en
Pb \ : S Chetty et
Spraque- de bebida durante la cerebelo e hipocampo en individuos expuestos a al. 2001
Dawley gestacion, PND 21y 35. Pb. "
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Pb

AsS

AsS

AsS

Pb

Hg

Ratas adultos
machos de la
cepa BALB/c.

Ratas macho de
la cepa Wistar.

Ratas hembra
gestantes y crias
de la cepa
Wistar

Ratas adultas
macho y hembra
de la cepa
Wistar.

13.8 mg/kg de As 'y 116.4 mg/kg de
Pb intraperitoneal c/u.
En mezcla por entubacién gastrica
durante 6 semanas.

5 mg/kg de residuos mineros en
granulos de comida
25 mg/kg de arsenito de sodio en
granulos de comida durante 2
semanas.

50 ppm de NazAsOs,
Pb(C,H302),al 0.2%.
En combinacion As: 25 ppm y Pb
0.1% a través de agua de bebida
desde el primer dia de gestacion
hasta el PND 28 y 3 meses

12, 45 mg/kg, 24, 90 mg/kg y 49,80
mg/kg de HgCl, en agua de bebida
durante 21 dias.

As disminuye los niveles de dopamina y Mejia et al.,
serotonina y sus metabolitos. 1997

Disminucion en los niveles de la liberacion
dopaminérgica.
La concentraciéon de los metabolitos Rodriguez
DOPAC y HVA disminuye en los individuos et al., 1998
expuestos a 5mg/kg de residuos mineros en
donde el As fue el metal més abundante.

La actividad de la enzima MAO disminuy6
en la corteza cerebral, hipocampo y
cerebelo en grupos expuesto
individualmente a As y Pb.
Individuos expuestos a la combinacion de
As y Pb mostraron una disminucion de los
niveles de DA, noradrenalina y epinefrina.

Saritha et
al., 2018.

Las células piramidales del hipocampo
mostraron degeneracion y reduccion en el Sadeeq et
namero de células piramidales a partir de la al., 2013
dosis 24.90 mg/kg a 49.80 mg/kg.

Pb(C,H30,)4= Acetato de Pb, HgCl,= Cloruro de Hg, NazAsO3;= Metarsenito de Na, PND= Dia post-natal, ppm= Partes por
millon, 5-HT= 5-hidroxitriptamina, 5-HIAA= &cido 5-hidroxindolacético, DA= Dopamina, D1= Receptor de dopamina tipo
D1, D2= Receptor de dopamina tipo D2, nNos=0xido nitrico sintasa, DOPAC= &cido 3,4-dihidroxifenilacético, HVA= Acido
homovanilico, MAO= Monoamino oxidasa, NaAsO,= Arsenito de sodio
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2.2 Estudios sobre el efecto de los metales pesados sobre la flora y fauna de
Huautla, Morelos.

Si bien es cierto que en animales de laboratorio se conocen ampliamente los efectos de
los metales pesados sobre el metabolismo de la dopamina y algunas conductas. En
animales silvestres esta informacion es escasa, asi como las implicaciones ecoldgicas
gue representan para la poblacién de roedores.

En México, la problematica en Huautla, Morelos es alarmante debido a las
concentraciones de MP biodisponibles en los tres jales que se encuentran en la zona.
Solis (2016) evaluo el porcentaje de metales biodisponibles en los dos de los tres jales
presentes en Huautla (Tabla 5). Dicho estudio mostré que la biodisponibilidad de los
metales es heterogénea entre jales y entre metales. Por tal motivo, en Huautla, Morelos
se han realizado estudios para conocer los efectos de la exposicion a residuos mineros
sobre la vegetacion (Tabla 6). Particularmente en Acacia farnesiana se encontr6 que el
tejido foliar de individuos expuestos a MP mostraron mayor dafio genotoxico en
comparacién con los individuos de la zona testigo (Santoyo 2016). También en Vachelia
campechiana, 17 de los 18 caracteres morfolégicos evaluados disminuyeron en plantas
expuestas a Pb, Cu y Fe, incluso mostraron un factor de bioconcentracion mayor en las
raices y hojas en comparacion a individuos creciendo en sustrato testigo (Santoyo et al.,
2020). Otras especies analizadas han sido Prosopis laevigata (Murillo, 2015;
Hernandez, 2015) y Sanvitalia procumbens, donde se encontré que a mayor tiempo de
exposicion de MP, la concentracion de clorofila disminuye y se documenté el siguiente

patron de bioacumulacion Fe>Pb>Zn>Cd (Rosas, 2018).
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Tabla 5. Promedio de la biodisponibilidad (mg/kg) de metales pesados en los jales de
Huautla, Morelos (Modificada de Solis 2016).

Metal Jale 1 Jale 2
Pb 58.66 62.73
Cd 22.26 32.63
Fe 18.43 20.83
Cu 80.66 78.00
Zn 32.15 39.34
Mn 42.76 47.96

En cuanto a la fauna, Gonzalez (2015) estimé el efecto de un gradiente de
contaminacion por MP sobre la comunidad de artrépodos asociados a la vegetacion,
enfatizando en el orden Araneae y encontro que la riqueza de especies de artropodos
es mayor en sitios alejados al jale.

Con respecto a los roedores silvestres, se han utilizado tres especies para evaluar
los efectos de la exposicion a MP de los jales (Tabla 6): Peromyscus melanophrys,
Baiomys musculus y Liomys irroratus. Estas especies son las mas abundantes en
Huautla, Morelos. Ademas de que Baiomys musculus y Peromyscus melanophrys son
consideradas especies centinelas. Esto se debe a que son relativamente faciles de
identificar, suficientemente estudiadas en cuanto a su ecologia, el tamafio de su
poblacion no se considera en peligro y habitan un territorio dentro de areas de
monitorizacion o estudio por xenobioticos. Ademas de que los niveles de contaminantes
en sus fluidos, tejidos y secreciones se relacionan con los niveles del medio, lo que

permite conocer los efectos patolégicos en estos individuos (Tovar-Sanchez et al.,
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2012). Con respecto a Liomys irroratus, recientemente se realizé la propuesta de ser
considerada como especie centinela (Herndndez-Plata et al., 2020). Puesto que
ademas de cumplir con las caracteristicas antes mencionadas, L. irroratus mostro ser
una especie sensible que bioacumula MP en higado y cerebro. Dicha bioacumulacién
posiblemente esta asociada a los cambios encontrados en marcadores neuroquimicos y
neuroanatomicos involucrados en la regulacion de algunas conductas como el control
motor y funciones cognitivas como el aprendizaje y memoria.

Con respecto a P. melanophrys, éste mostré bioacumulacién de MP, mayores
niveles de endogamia en individuos que habitan la zona minera (Mussali-Galante et al.,
2012). Mientras que en B. musculus se encontr6 que los MP se bioacumulan en el
higado y hueso de los animales que habitan los jales y presentan mayor rompimiento de
cadena sencilla del ADN (Tovar-Sanchez et al., 2012). Tovar-Sanchez et al., (2012)
encontraron en el roedor P. melanophrys mayor nivel de dafio genético en individuos
gue habitan el sitio expuesto en comparacion a los testigo. En otro estudio, los animales
de la especie P. melanophrys de la zona minera presentaron efectos poblacionales,
tales como menor densidad, menor diversidad genética, mayor endogamia y menor flujo
genético (Mussali-Galante et al, 2013). Esteves-Aguilar (2018) encontré en individuos
de P. melanophrys que habitan los jales de Huautla mayor dafio genético y diferencias
con respecto a la longitud y ancho de regiones craneales con respecto a los individuos
control.

Como se ha mostrado, las tres especies de roedores que habitan la zona minera
de Huautla, Morelos, presentan acumulaciéon de metales, dafio genotoxico y/o efectos
negativos a nivel poblacional. Sin embargo, se desconoce si los MP estan causando

problemas conductuales en las diferentes especies de roedores que habitan la zona
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minera. A este respecto, en el roedor Liomys irroratus que habita la zona minera de
Huautla, Morelos se encontraron altas concentraciones de Pb en el higado y en algunas
areas cerebrales dopaminérgicas (estriado, nucleo accumbens, hipocampo vy
mesenceéfalo) con respecto a los de la zona testigo (Herndndez-Plata et al., 2020).
También se encontré que los individuos de la zona minera presentan menor actividad
exploratoria que los de la zona testigo. En el proceso de memoria, los individuos del
zona minera mostraron mayor tiempo invertido en el cuadrante donde estaba la
plataforma de escape en comparacion a los individuos de la zona testigo (Hernandez-
Plata et al., 2020). En cuanto a los mecanismos neuronales, en el roedor Liomys
irroratus se encontré que el numero de células positivas a la enzima tirosina hidroxilasa
en animales expuestos a MP presentes en los jales tiene una tendencia a aumentar
Gnicamente en el area cerebral AVT. En otras especies de roedores silvestres no se
han analizado los efectos de la exposicion a MP sobre la fisiologia neuronal

(Hernandez-Plata et al., 2020).
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Tabla 6. Efectos de los metales pesados en el suelo, agua, flora y fauna de Huautla, Morelos.

Sujeto de estudio Metales Resultados Autor
Residuos Pb, Cd, Las concentraciones totales de
: Fe, Cu, metales rebasan los limites maximos Solis, 2016.
L it mineros Zny Mn ermitidos
Biodisponibilidad y nyMn. P :
suelo
Suelo a 9(.)0 ma Cu, Pby Menor concentracién de MP en el .
la periferia del . : Hernandez, 2015
jale. Zn suelo conforme se alejan del jale.
Poblacion ~ .
Mayor dafio al ADN en la poblacion .
humana de ) Tovar-Sanchez et al.
Agua As expuesta a As en agua de bebida
Huautla, . . 2016.
proveniente de la mina.
Morelos.
Mayor rigueza y abundancia de
Artrépodos Comqnldad de Cu, Pb, especies de_,artropo_o!os aso_mados a Gonzalez, 2015.
artrépodos. Zny As. la vegetacion en sitios alejados al
jale.
Pros_,opls Cu, Pby Mayor dafio genotéxico en individuos Murillo, 2015.
laevigata Zn expuestos.
Mostraron un factor de
Vachelia Pb. Cu bioconcentracion mayor en las raices
Vegetacion . ’ y y hojas. Cambios enl17 de los 18 Santoyo, 2020.
campechiana Fe. .
caracteres morfolégicos evaluados
en plantas expuestas.
Sanvitalia Pb, Cd, Menor concentracion de clorofila a Rosas. 2018
procumbens Fey Zn. mayor tiempo de exposicion al Pb. ’
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Tabla 6. Continuacién de los efectos de metales pesados en suelo, agua, flora y fauna de Huautla, Morelos.

Peromyscus
melanophrys

Peromyscus
melanophrys

Peromyscus
Roedores melanophrys

Liomys
irroratus

Se presentd un efecto sobre el género,
Zn, Ni, Fe  siendo las hembras de la zona minera
y Mn. quienes presentaron mayor dafio
genético.

La densidad de la poblacion disminuye
Al, Pb, Cu, enlazona méas contaminada. La tasa
As, Cd, de migracion en poblaciones
Hgy Ni.  expuestas es menor con respecto a la
zona testigo.

Los individuos de la zona minera

Pb, Cd, : :
mostraron diferencias con respecto a
Fe, Cu, Zn : :
y Mn la longitud y ancho de regiones

craneales.

Las concentraciones de Pb son
mayores en el higado y en varias
areas del cerebro. Disminucion en la
actividad exploratoria de individuos de
Pb, Zn, la zona minera con respecto a los de la
Mn y Ni zona testigo.
Aumento de las células positivas a la
enzima TH en AVT de individuos de la
zona minera.

Tovar-Sanchez et
al., 2012

Mussali-Galante et
al., 2013.

Esteves-Aguilar,
2018.

Hernandez-Plata et
al., 2020.

MP= metales pesados, TH= enzima Tirosina-hidroxilasa, AVT= area tegmental-ventral.
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3. JUSTIFICACION

La industria minero-metallrgica es una de las actividades de mayor tradicion e
importancia econ6mica a nivel mundial. Sin embargo, a través de los afios se han
generado mezclas de desechos téxicos provenientes de la molienda de rocas que se
generan después de la extraccion de metales de interés (jales). Estos contienen
metales pesados (MP), los cuales pueden ser bioacumulados y ejercer efectos
negativos en la salud y conducta de los organismos. Especificamente, en Huautla,
Morelos existen concentraciones elevadas de MP biodisponibles como As, Pb, Cd, Fe,
Cu, Zn y Mn que han causado efectos negativos en la biota y en la poblacién humana.
Sin embargo, se desconoce si la exposicion a dichos MP generan cambios
neuroanatomicos y neurofuncionales y si dichos cambios podrian tener un impacto
sobre la conducta de los roedores silvestres. Asi, el presente proyecto permitird conocer
si el roedor silvestre Peromyscus melanophrys expuesto cronicamente a residuos
mineros en Huautla, Morelos, presenta alteraciones en un marcador de las vias
dopaminérgicas y en conductas, y funciones cognitivas tales como la actividad
locomotora, exploratoria, el aprendizaje y la memoria. Este proyecto permitira proponer
una bateria de pruebas aplicadas en condiciones de laboratorio dirigido a animales
silvestres e inferir sobre los efectos de la exposicion crénica a MP sobre las conductas y
funciones cognitivas tales como el control motor, actividad exploratoria, aprendizaje y

memoria.
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4. HIPOTESIS

Si los metales pesados tales como: Cd, Fe, Cu, Zn, Mn y Pb estan biodisponibles, se
bioacumulan y tienen la capacidad de atravesar la barrera hematoencéfalica y
placentaria en los roedores, incluso en los que habitan sitios mineros de Huautla,
Morelos, entonces la actividad exploratoria y la actividad locomotora en el roedor
Peromyscus melanophrys de la zona minera sera diferente en comparacion con los

individuos de la zona testigo.

Si los metales pesados tales como: Cd, Fe, Cu, Zn, Mn y Pb estan biodisponibles, se
bioacumulan y tienen la capacidad de atravesar la barrera hematoencéfalica y
placentaria en los roedores incluso en los que habitan sitios mineros de Huautla,
Morelos, entonces el aprendizaje en el roedor Peromyscus melanophrys que habita una
zona minera mostrara un déficit con respecto a los individuos de la zona testigo.
Asimismo, el proceso de memoria disminuira en individuos de la zona minera en

comparacion a individuos de la zona testigo.

Si los metales pesados tales como: Cd, Fe, Cu, Zn, Mn y Pb se bioacumulan en areas
cerebrales dopaminérgicas del mesencéfalo y generan cambios en el nimero de células
positivas a tirosina hidroxilasa (TH) en roedores que habitan sitios mineros en Huautla,
Morelos, entonces el nimero de células positivas a la enzima a TH localizadas en el
mesencéfalo del roedor Peromyscus melanophrys de la zona minera disminuira en

comparacion a los individuos testigo.
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5. OBJETIVOS

Objetivo general

e Evaluar algunas conductas, funciones cognitivas y el numero de células positivas

a la enzima tirosina hidroxilasa como biomarcador en roedores silvestres de

Peromyscus melanophrys que habitan una zona minera y una zona testigo.

Objetivos especificos

e Evaluar el control motor, actividad exploratoria, aprendizaje y memoria en los

roedores silvestres de Peromyscus melanophrys de una zona minera y una zona

testigo.

e Cuantificar el numero de células positivas a tirosina hidroxilasa en el

mesencéfalo de los roedores silvestres de ambos sitios de muestreo a través de

la técnica de inmunohistoquimica.
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6. DISENO DE INVESTIGACION

Para cumplir con los objetivos, en este proyecto se plante6 el disefio experimental
mostrado en la figura 5. Brevemente, se realizo la captura de roedores de la especie
Peromyscus melanophrys. Los individuos capturados se trasladaron a una zona segura
para su identificacion, etiquetado y tuvieron un periodo de habituacion de al menos 5
dias en un ciclo luz/obscuridad invertido (12 x 12: 8 am-8 pm). Posteriormente, se
aplicaron las pruebas conductuales: Campo abierto para la evaluacion de actividad
exploratoria y actividad locomotora y Laberinto acuatico de Morris para evaluar
aprendizaje y memoria. Finalmente, se realizo el sacrificio de los individuos para evaluar
un marcador dopaminérgico: el ndmero de células positivas a la enzima tirosina

hidroxilasa en el area ventral tegmental y substancia nigra.

37



/

- Trampeo

- Transporte.

- Cambio a cajas de acrilico.

Colecta

Habituacion

T

\

-Duracion de 5 a 8 dias
-Ciclo luz/obscuridad 12
por 12 h.
-Agua y alimento ad
libitum
-Observaciones

Pruebas

-Campo
ensayo

duracién por individuo.
-Laberinto acuético de
Morris: Aprendizaje y

abierto: 1\
de 10 min de

memoria

- Identificacion con ayuda del libro Mamiferos Silvestres de México de Ceballos y Olivas, 2005.

- Captura de 11 individuos de la zona testigo, entre ellos: 4 hembras (2 juveniles y 2 adultas), 6 machos (5 juveniles y 1 adulto) y 1 individuo sin identificar.
13 individuos de la zona minera, entre ellos: 4 hembras (2 juveniles y 2adultas), 5 machos (juveniles) y 4 individuos sin identificar de la
especie de Peromyscus melanophrys.

~N

Sacrificio

J

- Sacrificio de
individuos.
- Extraccion del

cerebro.

guimica

Inmunohisto- J

f&

a
Zona
minera

&

f
Zona
testigo

§ Y

Aprendizaje:

~

Del dia 1 al dia 6, cada individuo realiz6 4
ensayos con duracion de 60 seg con intervalo de
5 min entre cada ensayo, evaluando:

Tiempo de llegada a la plataforma oculta.

j

-

Consolidacién de
informacion:
Dia 7 no se realizaron
ensayos.

\_

~

S

- Proceso de tejido
cerebral a través de

inmunohistoquimica

-

\_

Memoria:

duracién de 60 seg, evaluando:

Tiempo de llegada
Tiempo en el cuadrante
NUmero de cruzamientos

~

Dia 8 se retir6 la plataforma y cada
individuo realizé un solo ensayo con

J

Figura 5. Disefio experimental para evaluar la conducta y un neuromarcador dopaminérgico en los roedores silvestres 3g

de Peromyscus melanophrys.



7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Descripcion del sitio de estudio: Huautla, Morelos.

Huautla es considerado un distrito minero metallrgico en el estado de Morelos y la
actividad de sus minas generd aproximadamente mas de 780, 000 toneladas de
desechos. En la actualidad, las minas estan inactivas pero sus residuos permanecen en
la zona y a la intemperie. La mayoria de ellos son ricos en Pb, Mn, Cd y As. Los cuales
no han sido neutralizados y han provocado efectos genotdxicos en los pobladores, en la

flora y fauna local (Mussali-Galante, 2008).

Para la realizacion de la presente investigacion se establecieron dos zonas de
estudio localizadas en el municipio de Tlaquiltenango, Morelos: una zona testigo y una

Zona minera.

Zona testigo:

La zona testigo se utiliz6 debido a la inexistencia de minas en el &rea cercana a la
zona de estudio, Quilamula, Tlaquiltenango, Morelos, México sobre las coordenadas:
18° 30" 53.9"N-099° 00" 50.8" O y a 1101 m de altitud. No existen registros de
contaminacion por MP y sus caracteristicas ecoldgicas y geograficas son similares a la
zona minera. La zona testigo estéa localizada hacia el norte y a 11 km de la zona minera

(Mussali-Galante, 2008; Mussali-Galante et al., 2013).
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Zona minera:

La zona minera se localiza dentro del poligono del area natural protegida Reserva
de la Biosfera Sierra de Huautla (REBIOSH). La zona minera presenta residuos
depositados tras la actividad de una red de minas que se encuentran a 500 m del
poblado de Huautla, Tlaquiltenango, Morelos, sobre las coordenadas: 18° 26" 24.6" N-
0.99° 01'57.8" O y a 974 m de altitud. Dichos depdsitos se encuentran al aire libre
generando un impacto en rios, vegetacion y fauna local, presentando concentraciones
altas de Pb (2,298 mg/kg) y As (139 mg/kg) (Volke et al. 2005).

Huautla es localizada en el municipio de Tlaquiltenango en el estado de Morelos a
una altitud que desde los 800 a 1500 m. En 1993, las zonas mineras de Huautla
guedaron dentro de una zona sujeta a conservacion ecoldgica. Posteriormente, el 8 de
septiembre de 1999 fue considerada como area natural protegida dentro de la
REBIOSH (CONANP, 2019). En cuanto a fauna en la REBIOSH, ésta cuenta con un
total de 62 especies de mamiferos: 33 murciélagos, 10 roedores, 13 carnivoros y 6
restantes pertenecientes a otros ordenes, 17 especies de anfibios, 1 especie de tortuga,
24 especies de lagartijas, 27 de serpientes y 180 especies conocidas de aves. Dentro
de la cuenca existen especies con valor endémico (Dorado et al., 2005; Dorado et al.,
2012).

La REBIOSH se encuentra entre 2 regiones fisiograficas; 1) Eje neo volcanico
transmexicano al Oriente-Sur, 2) Sierra Madre del Sur al occidente, la cual cubre 59,
030 ha y presenta un clima de tipo Awo (w)(i) g calido subhumedo, el mas célido de los
subhimedos con lluvias en verano y marcha de temperatura tipo Ganges, con 900 mm
de precipitaciéon anual (Dorado et al., 2005). El tipo de vegetacion en la selva baja

caducifolia es determinada por estacionalidad climética con una época de lluvias en los
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meses Junio-Septiembre y una temporada de secas en los meses Octubre-Mayo, las
especies vegetales que no sobrepasan los 10-12 m de altura. Entre las familias
vegetales mas importantes se encuentran; Fabaceae, Poaceae, y Asteraceae, los
cuales son de importancia cultural y econdmica para las poblaciones que habitan dentro

de la reserva (Rzedowski, 1979; Dorado et al., 2012).

7.2 Colecta de individuos

a) Biologia del roedor Peromyscus melanophrys

El género Peromyscus es el mas abundante, siendo un género muy complejo desde
una perspectiva filogenética, caracteristicas morfolégicas, ecolégicas y variacion
molecular inter e intraespecifica (Tovar-Sanchez et al., 2012). Dentro del género, la
especie P. melanophrys es abundante desde el centro de Canadé, Alaska al sur de
Panama, incluido México, donde se reconoce como endémico se distribuye desde
Durango, Coahuila, Nuevo Ledn, Tamaulipas, Morelos y hasta el estado de Chiapas, en
Morelos se distribuye en todo el estado (Musser y Carleton, 2006).

Su distribucién geografica comprende una amplia variedad de habitats, el roedor
se ha descrito en bosques caducifolios, siendo mas comunes en zonas aridas. Dicho
roedor ha sido utilizado como un organismo centinela para diversos estudios de
investigacién presente en sitios contaminados y no contaminados (Mussali-Galante et
al., 2012; Tovar-Sanchez et al., 2012; Mussali-Galante et al., 2013; Esteves-Aguilar,
2018)

Peromyscus melanophrys (Rodentia: Creticidae) es un mamifero de amplia

distribucion desde el norte hasta el sur de México, siendo una de las especies mas
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grandes del género, ya que las medidas morfolégicas en las hembras son de 220 a 275
mm Yy los machos son de 233 a 270 mm de longitud (Figura 6) (Merriam, 1892; Chavez

y Espinosa, 2005; Tovar-Sanchez et al., 2012).

Figura 6. Sujeto de estudio: roedor Peromyscus melanophrys.
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También conocido como raton de meseta, se caracteriza por su coloracion dorsal
gue varia segun el sustrato donde viva, que va desde gris, marrén, amarillento hasta
canela. Las mejillas son de color blanco y vientre de color beige, siendo mas oscuros en
zonas volcanicas y en zonas aridas. La region temporal del craneo es grande, nasales
en paralelo y globulos oculares grandes lo que los diferencia facilmente de las demas
especies que comprende el género. Se sabe que este roedor emerge al atardecer para
escalar arboles y alimentarse, el cual se asocia a zonas con vegetacién de yucca,
cholla, ocotillo y mesquite convirtiéndolo en granivoro, semi-arbéreo y nocturno. La
asociacion con esta vegetaciéon ha demostrado la construccion de sus nidos (Coues,
1874; Baker, 1986). Entre los depredadores mas destacados de P. melanophrys se
encuentran las aves estrigiformes o aves rapaces nocturnas como (Tyto alba) lechuza
blanca o lechuza de campanario como también se le conoce y (Bubo virginianus)
conocido como buho cornudo o buho real americano (Terman, 1968).

La reproduccién de P. melanophrys ocurre dos veces al afio, durante los meses de
Febrero-Mayo y Junio-Octubre. El tamafio de sus camadas oscila de 2 a 5 individuos
(Coues 1874; Ceballos y Olivas, 2005).

La presente investigacion fue realizada en P. melanophrys en Huautla, Morelos ya
gue es una de las especies mas abundantes y esta en contacto con el suelo, agua y
eventos edlicos de la zona contaminada con metales pesados. La presencia de dicho
roedor dentro y en zonas circundantes a las minas de Huautla, Morelos, lo convierte en
un modelo adecuado para estudiar las exposiciones ante MP presentes en los jales
generados por la extraccion de metales de interés. Este organismo presenta interaccion

con los MP durante exposiciones prolongadas, desde su nacimiento hasta su adultez y
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por generaciones (Mussali-Galante et al., 2012; Tovar-Sanchez et al., 2012; Mussali-

Galante et al., 2013).

b) Muestreo

Para la colecta de P. melanophrys se realizaron 3 transectos a lo largo de 100 m. En
cada transecto, cada 2 metros se colocd directamente sobre el suelo una trampa
Sherman. En cada dia de muestreo se colocaron 132 trampas Sherman. Las trampas
son de aluminio con un sistema de resorte cerrando la puerta de entrada. Para atraer a
los roedores de la especie P. melanophrys se realiz6 un cebo a base de avena,
cacahuate y vainilla. El cebo se coloc6 dentro de la trampa, siempre a la misma hora
(18:00 horas) en ambos sitios de muestreo y revisadas por la mafana (9:00 horas).

Los individuos capturados fueron trasladados a la estacion biologica de la UAEM
en Quilamula para su posterior identificacion, etiquetado, periodo de habituacién y
aplicacion de pruebas conductuales para el andlisis del control motor, actividad

exploratoria, aprendizaje y memoria.

7.3 Aplicacion de instrumentos para evaluaciéon de control motor y actividad
exploratoria: Campo abierto

Una vez que los individuos fueron trasladados a la estacién de la UAEM en Quilamula,
permanecieron al menos cinco dias (entre 5 a 8 dias) después de su captura en periodo
de habituacion. Es decir, en la estacién estuvieron en cajas de acrilico limpias con
aserrin. También estuvieron con agua y alimento disponible y con ciclo luz/oscuridad

invertido (12 x 12: 8 am - 8 pm). Las pruebas conductuales se realizaron diariamente
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entre 11 a.m. y 6 p.m. en la misma habitacion en las que ellos permanecieron durante el
periodo de habituacion.
a) Laberinto Campo Abierto
El paradigma de campo abierto (en inglés, Open Field Test) fue propuesto por Hall
(1934). Se utiliza para evaluar la actividad de locomocion general, la reaccion de los
sujetos a un acontecimiento estresante relacionado con la ansiedad en roedores.
También, se utiliza para evaluar la actividad exploratoria, el cual es un comportamiento
evocado por estimulos novedosos, que consiste en actos y posturas que permiten la
recopilacion de informacion sobre nuevos objetos y partes desconocidas del medio
omitiendo el escape por barreras (Polanco et al., 2011).

El campo abierto consiste en una caja de acrilico de 46 cm por 46 cmy 1.24 m de
altura, con fondo blanco cuadriculado con 25 cuadros de 9 por 9 cm cada uno y un
cuadro central de 22 por 22 cm (Figura 7. A). Las paredes son de color negro para

evitar la visibilidad de cuerpos extrafios para los roedores.
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Figura 7. Dimensiones y vista superior del campo abierto para evaluar control motor
y actividad exploratoria en el roedor Peromyscus melanophrys. En A) se muestra un
esquema de las dimensiones de la caja de acrilico. En B) se muestra una vista
superior del campo abierto. 45



Todos los animales capturados (11 de la zona testigo y 13 de la zona minera)
fueron colocados en el campo abierto para el registro del control motor y actividad
exploratoria de los animales. Sin embargo, en el analisis estadistico solo fueron
considerados 8 individuos por cada zona de estudio ya que solo estos individuos
mostraron actividad durante la prueba, el resto permanecié inmovil en las cajas. En el
presente estudio el tamafio de la muestra no permitié hacer los analisis estadisticos por
edad o genero. Las pruebas se realizaron evitando sonidos, movimientos bruscos y
olores penetrantes que interfiriera con la conducta del roedor. Antes de iniciar la prueba,
la caja de acrilico fue limpiada con acido acético al 1%. Posteriormente se colocaba al
animal en el centro de la caja. Los individuos fueron colocados en la caja en una sola
ocasion por 10 minutos. La prueba fue videograbada para su posterior analisis con una
camara colocada en la parte superior de la caja de acrilico a una altura de 1.5 metros
(Padurariu et al., 2010; Padurariu et al., 2017).

En el campo abierto se pueden evaluar algunas variables tales como: a) la
locomocion horizontal (nUmero de veces que se cruza las lineas marcadas en el suelo y
b) la frecuencia con la que el animal se dispone en posicion vertical (incorporaciones) vy,
c) las actividades de aseo y movimientos profaciales (acicalamiento) tomando en cuenta
la defecacion y orina. Las variables consideradas en el presente estudio son niumero de
cuadros visitados, nimero de incorporaciones, tiempo y numero de visitas al cuadro del

centro (22 x 22 cm).
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7.4 Aplicacion de instrumento de aprendizaje y memoria: Laberinto acuatico de
Morris

El laberinto acuatico de Morris es una herramienta de laboratorio ampliamente utilizada
en neurociencias para investigar el aprendizaje espacial y la memoria de ratas de
laboratorio y fue desarrollada por Richard Morris en 1984 (Morris, 1984; D’Hoge y Deyn
2001; Young et al., 2006).

El aprendizaje espacial es clave para la sobrevivencia ya que numerosas
conductas como las alimenticias o las reproductivas dependen del conocimiento del
entorno en el que habitan y recordar puntos especificos de supervivencia (Kandel et al.,
2001; Sampedro-Piquero et al., 2013). En la aplicacién de dicho instrumento fue
considerado el protocolo descrito por Rodriguez et al., (2013) y se utiliz6 una muestra
de n= 10 individuos para la zona expuesta y n= 10 individuos para la zona testigo en la
fase de entrenamiento (Figura 8 y 9).

b) Laberinco acuatico de Morris

El laberinto consiste en una piscina circular de 94.2 cm de diametro y 42 cm de
alto llena de agua a la que le fue agregada Bioxido de Titanio al 16% para ocultar una
plataforma de escape (30 cm de altura y en la superficie un cuadrado de 15 x 15 cm),
dichas dimensiones se representan en la Figura 8. A. La temperatura del agua se
mantuvo a una temperatura de 25-26°C. Posteriormente, se colocé una barrera blanca
alrededor de la piscina, se dividié en 4 cuadrantes y en cada cuadrante se coloco una

de las 4 sefales externas elaboradas con foamy blanco y negro (Figura 8. B).
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Figura 8. Dimensiones del laberinto acuatico de Morris (A) y sefales visuales
externas utilizadas en el laberinto (B).

9% cm

Una camara fue colocada en la parte superior de la piscina para grabar el primer y
altimo ensayo de los animales. La prueba se realizdé durante 8 dias y consistié en una
fase de entrenamiento y en una prueba de memoria (Figura 9). La fase de
entrenamiento tuvo una duracion de seis dias. En la cual, los individuos realizaron
cuatro ensayos de 1 minuto de duracién, con intervalos de 5 minutos entre ensayo.
Cada dia, el orden de los cuadrantes en el cual los roedores realizaron la prueba fue
aleatorio, para evitar una estrategia egocéntrica. En la cual, el sujeto funciona como su
propio punto de referencia central y enfocarse asi en una estrategia de memorizar
alocéntrica, es decir, desarrollar la capacidad del individuo para codificar, almacenar y
evocar la informacion aprendida de la ubicacion de destino en relacion a la posicion
espacial de puntos de referencia ambientales, en este caso la sefializacidn externa

(figuras de foamy) (Roque, 2008; Carrillo-Mora et al., 2010).
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Una vez que el roedor llego a la plataforma, permanecieron en ella por 15 seg. Sin
embargo, cuando los individuos no encontraron la plataforma en 1 min, los ratones
fueron tomados de la cola y se les dirigio hacia la plataforma y también permanecieron
por 15 seg. Esto con la finalidad de que los individuos memorizaran de acuerdo al
espacio externo y asociaran la ubicacion de la plataforma oculta con la sefial externa
donde se encontraba la plataforma. Después de los seis dias de entrenamiento, el dia
siete fue considerado como dia para consolidar la memoria, proceso el cual es el paso
de la informacién del sistema de memoria a corto plazo al sistema de memoria de largo
plazo, comprendiendo una serie de cambios en propiedades quimicas, fisicas y
anatomicas de las sinapsis que son responsables de la memoria (Carrillo-Mora et al.,

2010).

Los animales durante el proceso de consolidacion no estuvieron en el laberinto
acuatico si no que permanecieron en sus cajas con agua y comida. En el dia ocho se
realizé la prueba de memoria. En ese dia, la plataforma fue removida del agua y los
animales solo realizaron una vez la prueba, la cual fue videograbada. Durante la fase de
entrenamiento y la prueba de memoria la variable registrada fue tiempo de llegada a la
zona donde estaba la plataforma de escape. Ademas, durante la prueba de memoria
también fue evaluado el nimero de cruzamiento en el cuadrante donde estaba la
plataforma y el tiempo que invirtieron en ese cuadrante. A pesar de que todos los
animales estuvieron en la fase de entrenamiento (n= 10 individuos de la zona expuesta
y n= 10 individuos de la zona testigo) no todos mostraron el proceso de aprendizaje.

Por lo que en el andlisis estadistico de la prueba de memoria solo se consideraron 8

49



individuos de la zona testigo y 7 individuos de la zona minera. El esquema y una vista

superior del sistema se muestran en la Figura 9.
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Figura 9. Laberinto acuatico de Morris para evaluar aprendizaje y memoria en el roedor
Peromyscus melanophrys. A) Esquema de la vista lateral del laberinto que muestra la
colocacién de las sefiales visuales externas. B) Fotografia de la vista superior del
laberinto.
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7.5 Inmunohistoquimica para detectar células positivas a la enzima tirosina-
hidroxilasa

Para detectar y posteriormente cuantificar el nUumero de células positivas a la enzima
tirosina hidroxilasa (TH), se utilizo la técnica de inmunohistoquimica de Hoffman (2008)
y solo fue procesado un hemisferio del cerebro de 6 individuos de la zona mineray 8 de
la zona testigo. El otro hemisferio fue etiquetado y almacenado en tubos eppendorf a -
70°C para futuros estudios. De igual forma, los cerebros completos de los otros
individuos capturados fueron conservados para futuros estudios.

Una vez terminadas las pruebas conductuales, los animales fueron sacrificados de
la siguiente manera: Con ayuda de guantes de carnaza, los individuos fueron colocados
sobre la mesa de trabajo, donde fueron sacrificados por dislocacion cervical. Este es un
método de sacrificio humanitario que requiere de habilidad manual, produciendo
inconsciencia inmediata y muerte causada por lesiones al tronco encefélico.
Considerado un método humanitario, siendo menos angustioso para el roedor y el
beneficio de no presencia de quimicos que contaminen el tejido, el evitar el estrés al
roedor implica parte de la técnica y asi mismo del reconocimiento y confirmacion de la
muerte. La separacion de vértebras cervicales y craneo se produce al situar el dedo
medio e indice en la base del cuello junto a la base del craneo y jalar rapidamente la
base de la cola. Posteriormente, con ayuda de unas tijeras, se realiz6 la decapitacion
del roedor, enseguida se realizaron 3 cortes precisos: 2 laterales justo debajo de las
orejas cortando la piel y parte de la estructura 6sea y 1 en el centro del craneo cortando
la piel hasta llegar a los bulbos olfatorios. Con ayuda de la apertura de la piel y un
equipo de diseccion se fracturé los huesos del craneo: Occipitales, temporales y

parietales, evitando algun dafio sobre el cerebro, puesto que fue el tejido de interés.
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Tras su extraccion un hemisferio se deposité en tubos eppendorf a -70°C para estudios
posteriores, mientras que el otro hemisferio se colocé en tubos falcén con 10 ml de
paraformaldehido a 4°C para su conservacion. Posteriormente, los cerebros se
colocaron por 3 dias en una solucion crioprotectora de sacarosa al 30%. Después se
realizaron cortes coronales de 30 micras de los cerebros en tres series. Las tres series
fueron guardadas en anticongelante por al menos ocho dias. Solo una serie fue
utilizada en la inmunohistoquimica, las otras 2 series fueron de reserva para posteriores
analisis.

En general, la técnica consta de un lavado, permeabilizacion, bloqueo, remocién
de solucion de bloqueo, incubacion con anticuerpo primario, remocién del anticuerpo
primario, incubaciéon con anticuerpo secundario, remocidén de anticuerpo secundario,
desarrollo de la reaccién y revelado. A continuacion se describen algunos detalles de
las etapas de la técnica:

Se inici6 con un lavado con KPBS al 0.05 M por seis veces por 10 minutos,
posteriormente se incubaron las muestras con peroxido de hidrogeno (H»0O;) al 0.3% en
KBPS durante 15 minutos, para realizar un lavado en seguida tres veces durante 10
minutos con KPBS al 0.05 M.

El anticuerpo primario fue incubado a temperatura ambiente por tres dias. Para la

preparacion del anticuerpo se realizé una solucidn estandar con 4 uL de triton X-100, 30
uL de suero de caballo, 966 uL de KPBS al 0.05 M y 0.3 pL del anticuerpo primario para

1 ml. Transcurrido el tiempo, los cortes fueron lavados 6 veces por 10 minutos con
KBPS 0.05 M. Después, los cortes fueron incubados con el anticuerpo secundario a

temperatura ambiente por 1 hora. Para preparar el anticuerpo secundario se realizé una
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solucién (para 1 ml) que contenia 4 pL de triton X-100, 1.25 uL anticuerpo secundario y
994.75 uL de KPBS al 0.05 M. Transcurrido el tiempo de incubacion, los cortes fueron
lavados 5 veces por 10 minutos con KBPS al 0.05 M. Previo a la incubacion se prepar6
un complejo de avidina biotina peroxidasa (ABC) por cada 10 mL; se agregaron 30 uL
de la solucion A, 30 uL de la solucién B, 40 uL de triton X-100, 10 uL de KPBS al 0.05
M. Posteriormente, los cortes fueron incubados con dicha solucién por 1 hora a
temperatura ambiente. En seguida, se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con
KPBS al 0.05 M y 3 lavados de 5 minutos cada uno con acetato de sodio al 0.175 M.
Después, los cortes fueron incubados con diaminobencidina (DAB) durante 20 minutos,
el cual se preparo para 10 mL: 4 mg de DAB, 10 mL de acetato de sodio 0.175 My 1.5
uL de H,0O, al 3% que se agrego al final. Finalmente, los cortes fueron lavados 3 veces
por 5 minutos cada uno con acetato de sodio al 0.175 M y 3 veces por 5 minutos con
KPBS al 0.05 M. Los cortes fueron guardados en KPBS al 0.05 M a -4°C.
Posteriormente, los cortes fueron colocados en portaobjetos gelatinizados y se dejaron
secar a temperatura ambiente por al menos cinco dias. Después, los cortes fueron
cubiertos con Permont y un cubreobjetos. Las laminillas se dejaron secar por al menos
cinco dias. Después se realizé el conteo de células con ayuda del atlas para rata de
Paxinos y Watson (2005).

Para la evaluacion del niumero de células positivas a la enzima tirosina-hidroxilasa
se analizaron cortes cerebrales coronales del hemisferio izquierdo desde Bregma -4. 36
a -6.80 (Paxinos y Watson 2005). En dichos cortes se localizaron las areas
dopaminérgicas: substancia nigra pars lateralis (SNpl), substancia nigra pars reticular

(SNpr), substancia nigra pars compacta (SNpc), area tegmental ventral (AVT), nucleo
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parabraquial pigmentoso (PBP) y nucleo paranigral (PN) en los que se cuantifico a
través de un microscopio optico con el objetivo 10X, donde se identificaron los cortes

anteriores, mediales y posteriores correspondientes al mesencéfalo (Figura 10).
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Figura 10. Cortes coronales anterior, medial y posterior en la rata. En la figura se muestran las areas analizadas en el
presente proyecto: Sustancia nigra reticular (SNr), Sustancia nigra lateralis (SNI), Sustancia nigra pars compacta (SNc),
Area ventral tegmental (VTA), Linea rostral del rafe (RLi), Ntcleo parabraquial pigmentoso (PBP) y Nucleo paranigral
(PN) (Modificada de Paxinos y Watson, 2005). En el extremo superior derecho se muestran el corte sagital
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8. ANALISIS ESTADISTICOS

En todos los datos se aplicaron pruebas de normalidad (Kolmogorov-Smirnof) y
homogeneidad de varianzas (prueba de F) para determinar si los datos eran
paramétricos o no paramétricos. Dependiendo de los resultados de estas pruebas,
posteriormente se aplicaron pruebas de t de Student para datos no pareados o una
prueba de U Mann-Whitney. Dichas pruebas fueron utilizadas para los datos de
actividad locomotora, actividad exploratoria, aprendizaje y memoria. Cabe mencionar
que para los datos de aprendizaje se aplic6 una ANOVA de medidas repetidas
considerando el sitio como factor de tratamiento, los dias de entrenamiento como factor
de tiempo y la interaccién (tratamiento x tiempo).

Se utilizé el programa de GraphPad InStat para prueba de normalidad de datos
(Kolmogorov-Smirnof). El programa StatView fue utilizado para aplicar la prueba de F,
ANOVA de medidas repetidas, t-student para datos no pareados y la prueba U-Mann
Whitney. Mientras que el programa de SigmaPlot 14 fue utilizado para realizar las
gréficas correspondientes. Fue considerado un valor de significancia de p < 0.05. Los

datos se muestran en promedio + error estandar (EE).
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9. RESULTADOS
9.1 Evaluacion del control motor y actividad exploratoria a través del campo
abierto.
En los ensayos en campo abierto se analizaron cuatro variables durante 10 minutos
para evaluar control motor y actividad exploratoria (Tabla 7). Los 10 minutos de la
prueba fueron analizados en los periodos de 0 a 5 minutos, de 5 a 10 minutos y el
tiempo total de 0 a 10 minutos. El analisis estadistico mostr0 que el ndmero de
incorporaciones fue significativamente mayor en los animales de la zona minera (24 + 6)
con respecto a los individuos de la zona testigo (8 + 2) en el periodo de 5 a 10 min (U=
23.000, p= 0.02) (Figura 11).

Del mismo modo, el numero total de cuadros visitados fue estadistica y
significativamente diferente entre grupos, siendo el grupo de la zona minera (63 = 14)
quienes recorren mayor niumero de cuadros en el periodo de 5 a 10 min (U= 24.5, p=

0.03) en comparacion a los animales de la zona testigo (22 = 7) (Figura 12).
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Figura 11. Numero de incorporaciones en la prueba de campo abierto del roedor
Peromyscus melanophrys que habita una zona testigo y una zona minera. La prueba
consistié en un periodo de evaluaciéon de 10 minutos, los cuales fueron divididos en
dos periodos: 0 a5, 5a 10 y el total de 0 a 10 min. Se muestra promedio + EE. * p <
0.05. Zona testigo: n= 7-8, Zona minera: n=8.
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Por otro lado, en ninguno de los dos periodos analizados (0-5 y de 5-10 min) el tiempo
en el centro ni el nidmero de visitas al cuadro del centro mostraron cambios
significativos en ambos grupos experimentales. Sin embargo, esta ultima mostré
diferencias marginalmente significativas (tio= 1.8, p= 0.08). Estos resultados se
muestran en la Figura 13 y 14, respectivamente. En la tabla 7 se muestra un resumen

de las cuatro variables analizadas.
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Figura 13. Tiempo promedio en el centro de la caja en la prueba de campo abierto
del roedor Peromyscus melanophrys que habita una zona testigo y una zona
minera.La prueba consistié en un periodo de evaluacion de 10 minutos, los cuales
fueron divididos en 2 periodos: 0 a 5, 5 a 10 y el total de 0 a 10 min. Se muestra
promedio + EE. * p < 0.05. Zona testigo: n= 7-8, Zona Minera: n= 8.
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Figura 14. Numero promedio de visitas al centro de la caja en la prueba de campo
abierto del roedor Peromyscus melanophrys que habita una zona testigo y una zona
minera. La prueba consisti6 en un periodo de evaluacion de 10 minutos, los cuales
fueron divididos en 2 periodos: 0 a 5, 5 a 10 y el total de 0 a 10 min. Se muestra
promedio + EE. ~ p < 0.08. Zona testigo: n= 7, zona Minera: n= 8.
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Tabla 7. Resumen de las variables analizadas en la prueba de campo abierto en el roedor Peromyscus melanophrys que
habita una zona testigo y una zona minera.

Tiempo de registro (min)

Variable
Zona 0-5 5-10 0-10
testigo 316 82 397
_Numero de minera 25 +7 24+ 6+ 49 + 12
incorporaciones
testigo 8314 22+7 105 £ 17
Numero total de
cuadros visitados minera 63 + 15 63+14* 126 £ 25
testigo 137 27%+15 85+3
Tiempo cuadro del
centro (s) minera 15+ 10 26 +0.7 8+2.3
testigo 61 2+1 8+2
Nuamero de visitas al ,

Se muestra promedio + EE. * p<0.05, ~ p = 0.08. Zona testigo: n= 7-8, zona minera: n= 8. En color rojo se muestran las
diferencias estadisticas en las dos variables de individuos de la zona minera.
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9.2 Evaluacién de aprendizaje y memoria a través del Laberinto Acuatico de
Morris

a) Adquisicion de informacion durante el entrenamiento: Fase de aprendizaje

En la fase de entrenamiento, registrada durante seis dias, el analisis estadistico mostro
que el tiempo de llegada a la plataforma fue similar entre los individuos de la zona
testigo y los de la zona minera a residuos mineros (F 115 = 0.278, p= 0.6045) (Figura
15). Sin embargo, el tiempo de llegada disminuyé a través del tiempo en los individuos
de ambos sitios, es decir hubo un efecto significativo del tiempo (F 118 = 11.613 p=
0.0001). No hubo efecto de interaccion (tratamiento x tiempo; F 515 = 0.485 p= 0.7865).
En la Figura 15 se puede observar que el tiempo de llegada a la plataforma en los
animales de ambas zonas de estudio disminuyé a lo largo de los seis dias de

entrenamiento de 35 + 18 segundos en el dia 1 hasta 15 + 8 segundos en el dia 6.
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Figura 15. Tiempo de llegada a la plataforma en la fase de entrenamiento y prueba de
memoria en el laberinto acuatico de Morris en el roedor Peromyscus melanophrys que
habita una zona testigo y una zona minera. La fase de entrenamiento corresponde a los
dias 1 al 6. La prueba de memoria (PM) se realizO 48h después del ultimo dia de
entrenamiento. Se muestra promedio = EE. Aprendizaje: Zona Testigo: n= 10, Zona
Minera: n= 10. Memoria: Zona Testigo: n=8, Zona Minera: n=7

63



b) Evocacion de informacion posterior al entrenamiento: Prueba de memoria
Después de la fase de entrenamiento, la prueba de memoria (PM) se realizd6 48 horas
después del ultimo dia de aprendizaje. En PM se evalu6 tiempo de llegada al sitio de la
plataforma, cabe recordar que para la aplicacion de esta prueba, la plataforma fue
retirada. También se evalué el niumero de cruzamientos y el tiempo invertido en el
cuadrante donde estaba la plataforma.

El analisis estadistico en la prueba de memoria mostré6 que en las tres variables
analizadas, tiempo de llegada a la plataforma de escape (ti4= -0.155, p= 0.88) (Figura
15, PM), numero de cruzamiento al cuadrante objetivo (t1s= 0.306, p= 0.7636) (Figura
16) y tiempo de permanencia en la zona de la plataforma (t;5=-0.869, p= 0.3986) (Figura
17) no hubo diferencias estadisticas entre los individuos de la zona testigo y los de la

Zona minera.
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Figura 16. Numero de cruzamientos en el cuadrante donde estaba la plataforma durante
la prueba de memoria (PM) en el laberinto acuatico de Morris en el roedor Peromyscus
melanophrys que habita una zona testigo y una zona minera. Se muestra promedio + EE.
Mediana de la Zona Testigo: 6.1, Mediana de la Zona Minera: 6.4. Zona Testigo n= 8,
Zona Minera n= 7 (U= 20.500, p= 0.3854).
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Figura 17. Tiempo promedio de permanecia en la zona de la plataforma durante la
prueba de memoria (PM) en el laberinto acuatico de Morris en el roedor Peromyscus

melanophrys que habita una zona testigo y una zona minera. Se muestra promedio +
EE. Zona Testigo n= 8, Zona Minera n=7 (U= 22.000, p= 0.4875).
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9.3 Evaluacién del numero de células positivas a la enzima tirosina hidroxilasa

El nimero de células positivas a TH fue significativamente menor Unicamente en las
areas cerebrales SNpr (9 + 1; U= 1; p= 0.0065) y PN (43 + 7; U= 6; p= 0.0404) de los
individuos de la zona minera de Huautla, Morelos en comparacion a los individuos de la

zona testigo (19 £ 2 y 67 + 8, respectivamente) (Tabla 8).

Figura 18. Sefalamiento en lineas punteadas de las areas dopaminergicas
cuantificadas en un corte cerebral coronal del roedor Peromyscus melanophrys. En
color rojo: Substancia nigra pars lateralis (SNpl). En rosa: Substancia nigra pars
reticular (SNpc). En morado: Substancia nigra pars compacta (SNpc). En amarillo:
Area tegmental ventral (AVT). En verde: Nucleo parabraquial pigmentoso (PBP).
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Figura 19. Celulas positivas a la enzima tirosina hidroxilasa en un corte cerebral coronal
del roedor Peromyscus melanophrys. En lineas punteadas rojas se indican los somas
neuronales (Observado en el microscopio a través del objetivo 10x).

68



Tabla 8. Numero de células positivas a la enzima tirosina hidroxilasa en el mesencéfalo del roedor Peromyscus melanophrys

gue habita una zona testigo y una zona minera.

Area cerebral

Zona testigo n=6-8

Zona minera n=5-6

Substancia nigra pars reticular (SNpr)

Substancia nigra pars compacta (SNpc)

Substancia nigra pars lateralis (SNpl)

Area tegmental ventral (AVT)
Nucleo parabraquial pigmentoso (PBP)

Nucleo paranigral (PN)

ATV + PBP

ATV + PBP + PN

19+2

81+11

13+2

294

122 + 18

67+8

84 +17

166 + 23

43 + 3*

100 + 18

146 £ 7

* p <0.05, en color rojo se representan las diferencias estadisticas.
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10. DISCUSION

a) Control motor y actividad exploratoria

En el presente proyecto se evalud el control motor y la actividad exploratoria a través
del paradigma campo abierto en el roedor silvestre P. melanophrys. En esta prueba se
utilizé el nimero de cuadros visitados para inferir sobre el control motor. Mientras que
para evaluar la actividad exploratoria se utilizé el nimero de incorporaciones, el nUmero
de visitas y el tiempo que permanecieron en el cuadro del centro. En el presente trabajo
encontramos que el control motor y la actividad exploratoria fueron modificados en los
individuos que habitan la zona minera de Huautla, Morelos (Figura 11 y 12).
Particularmente, los individuos de la zona minera muestran caracteristicas de
hiperactividad y ansiedad, ya que su actividad no disminuy6 a lo largo de los 10 minutos
de registro. De acuerdo a la literatura el patron general de conducta de los animales es
disminuir su actividad conforme transcurre el tiempo en el sitio novedoso (Misslin y
Cigrang, 1986; Prut y Belzung, 2003). En nuestro caso, en el segundo periodo de
registro (5 a 10 min) los animales de la zona minera mostraron mayor niamero de

incorporaciones y mayor niumero de cuadros visitados que los animales testigo.

Estudios en animales de laboratorio también han encontrado hiperactividad por
exposicién a MP como el Pb y/o Mn (Ma et al., 1999; Sauerhoff y Michaelson, 1973;
Virgolini et al., 2004; Betharia y Maher, 2012). De acuerdo a estudios en roedores de
laboratorio se sugiere que la hiperactividad se asocia a la exposicion cronica y
subaguda de Pb (Rodriguez et al., 1996). P. melanophrys al habitar en una zona con
residuos mineros ha estado expuesto cronicamente a metales pesados. Si bien es

cierto que hasta el momento se desconoce la bioacumulacion de metales en cerebro, es
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probable que P. melanophrys este bioacumulando Pb en dicho 6rgano, ya que L.
irroratus que habita la misma zona, bioacumula Pb en higado y en areas cerebrales
como estriado, nucleo accumbens, hipocampo y mesencéfalo (Herndndez Plata et al.,
2020). Cabe mencionar que estas areas cerebrales dopaminérgicas estan involucradas
en el control motor. P. melanophrys bioacumula altas concentraciones de Zn, Ni, Fe, Mn
Al, Pb, Cu, As y Cd en hueso, higado y/o riidn en comparacion con los animales del
sitio testigo (Tovar-Sanchez et al., 2012; Mussali-Galante et al., 2013). Por lo que es
posible que los cambios conductuales encontrados en P. melanophrys se deban a la
exposicion de metales presentes en la zona. Recientemente, se ha mostrado que el
roedor silvestre L. irrotarus que habita la misma zona que P. melanophrys, bioacumula
de Pb en cerebro y su actividad exploratoria es menor que los animales testigo
(Hernandez Plata et al., 2020). Varios estudios en animales de laboratorio han
analizado los efectos de la exposion a metales en el control motor y actividad
exploratoria (Tabla 2; Trombini et al., 2001; Betharia y Maher, 2012; Saritha et al.,
2018). Sin embargo, existen escasos estudios que analicen los efectos conductuales de
los MP en mamiferos silvestres. Hasta el momento solamente Burton et al. (1977) a
analizado la acumulacion de Mercurio y sus efectos conductuales en el roedor silvestre
Peromyscus maniculatus en la costa del great salt lake, Utah, EUA. En dicho estudio
fueron cuantificados los niveles de mercurio en el pelo dorsal de los individuos y el
control motor a través de pruebas de nado y campo abierto. Se encontré6 que los
individuos de la poblacion con los mayores niveles de bioacumulacion de Hg en el pelo
mostraron menor desempefo en las pruebas de nado y actividad ambulatoria.

El presente estudio es uno de los primeros en mostrar que habitar una zona

minera con presencia de metales pesados (Zn, Ni, Fe, Mn Al, Pb, Cu, As y Cd) causa
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hiperactividad y cambios neuroquimicos en algunas regiones cerebrales en el roedor
silvestre P. melanophrys. Asimismo, también apoya los resultados encontrados en otro
roedor que habita la misma zona, L. irroratus (Herndndez-Plata et al., 2020). Ambos
estudios sugieren gque los residuos mineros de la zona minera de Huautla, Morelos
tienen efectos neurotéxicos sobre los animales, principalmente en el grupo de roedores.
Dado que el control motor y la actividad exploratoria fueron alteradas en los animales de
P. melanophrys de la zona minera, nuestros resultados sugieren que las &reas
cerebrales que participan en dichos procesos podrian estar siendo afectadas por los
metales pesados. Estudios adicionales en las areas cerebrales involucradas en el
control motor y actividad exploratoria, tales como nucleo accumbens, estriado, globo
palido, corteza motora, entre otras son necesarios para conocer los mecanismos
fisiolégicos involucrados ante exposiciones cronicas a metales pesados en animales
silvestres (Kandel et al., 2001).

Por otra parte, si bien es cierto que los resultados en P. melanophrys son similares
a lo encontrado en el roedor L. irroratus que habitan la misma zona minera de Huautla,
Morelos, existen diferencias en las variables afectadas. Mientras que en los individuos
P. melanophrys que habitan la zona minera se encontr6 hiperactividad, en L. irroratus
de la zona minera disminuye la actividad exploratoria en comparacién a los animales de
la zona testigo. Dichas diferencias entre especies pueden deberse a las distintas
fuentes de exposicién a las que estan en contacto cada roedor, cabe recordar que
tienen habitos distintos, siendo P. melanophrys de vida semi arboricola y alimentandose
principalmente de granos y semillas. Mientra que L. irroratus es totalmente terrestre y se
alimenta de semillas y ocasionalmente de plantas e invertebrados. Lo cual podria influir

sobre la bioacumulacion de MP en los tejidos de los organismos, incluyendo el cerebro.
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Asimismo, ambas especies difieren en peso y talla. Por ejemplo, P. melanophrys mide
en promedio 104 a 120 mm en hembras; 105 a 120 mm en machos y pesa de 8 a 13 g
hembras; 8 a 10 g en machos. Mientras que L. irroratus mide 180 a 300 mm y pesa
entre 34-50 g. Lo que podria inferir diferencias metabdlicas y de biotransformacion de
los metales pesados entre especies (Oehme, 1972; Vahter y Norin, 1980; Bahena et al.,
2001; Nagquenkar y Ramaiah, 2010). Por ello, es importante realizar estudios
ecotoxicoldgicos en varias especies de la zona contaminada, puesto que éstas pueden
mostrar diferente vulnerabilidad entre si, como lo encontramos entre P. melanophrys y
L. irroratus. A este respecto P. melanophrys es una especie que ha sido utilizada en
estudios de contaminacion ambiental para andlisis de genotoxicidad y genética de
poblaciones, donde se requiere toma de muestras sanguineas o el sacrificio de
individuos (Tovar-Sanchez et al., 2012; Mussali-Galante et al., 2013). Ahora con nuestro
estudio podemos proponer incluir los marcadores conductuales que son no invasivos en
P. malanophrys para el biomonitoreo de zonas contaminadas por metales pesados.

Las implicaciones ecoldgicas de nuestros hallazgos en el roedor P. melanophrys
al presentar caracteristicas de hiperactividad y ansiedad, podrian verse reflejadas en
primera instancia sobre la sobrevivencia del individuo y tener un impacto en la
poblacién. Al mostrar estos patrones conductuales y recordando que este roedor es
silvestre, podria verse afectada al ser blanco de depredadores y tomar decisiones
precipitadas para la eleccién de sitios o rutas de escape, aumentando la tasa de
mortalidad. Los individuos de P. melanophrys al ser blanco facil de depredadores tanto
terrestres como aéreos, podria disminuir el tamafio de la poblacion y a su vez la
densidad de la misma, impactando indirectamente sobre la reproduccion de los

individuos, disminuyendo la tasa de natalidad de esta especie. Estos impactos
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poblacionales en P. melanophrys, también han sido sugeridos en L. irroratus
(Hernandez-Plata et al., 2020). Es importante recordar que dado que los metales
pesados se biomagnifican, es posible que otros niveles de la cadena trofica también
estén siendo afectados.

Por otra parte, a diferencia de los cambios encontrados en la actividad
locomotora y exploratoria, los roedores de P. melanophrys que habitan la zona minera
no presentaron modificaciones en los procesos cognitivos de aprendizaje y memoria.

b) Aprendizaje y memoria

En el presente estudio se encontré que los roedores de la especie P. melanophrys tanto
en la zona minera como en la zona testigo no mostraron cambios en el aprendizaje
(Figura 15). Esto fue observado a través del laberinto acuatico de Morris (LAM),
utilizando el tiempo de llegada a la plataforma como variable para medir la fase de
aprendizaje. Es importante resaltar que a pesar de que los individuos de la zona minera
estdn en contacto directo con los residuos que contienen metales pesados
biodisponibles desde su gestacion, lactancia, desarrollo e incluso por generaciones, el
aprendizaje de los individuos de la zona minera fue estadisticamente igual al de los
animales de la zona testigo a través de los 6 dias de entrenamiento. Estos resultados
contrastan con la hipétesis donde se esperaba que el aprendizaje disminuyera en
individuos de la zona expuesta a residuos mineros en comparacion a individuos de la
zona testigo. Si bien es cierto que en animales de laboratorio se ha encontrado que el
aprendizaje se modifica por exposicion a Pb y /o Mn (Cory-Slechta, 1995; Sadeeq et al.,
2013; Garcia-Arenas et al., 2004; Cao et al., 2019; Betharia y Maher, 2012). También

existen estudios que coinciden con nuestros resultados de que la exposicion a metales
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no modifica el aprendizaje (Ma et al., 1999; Schneider, 2001; Cao et al., 2008; Nava-
Ruiz et al., 2012; Von Stackelberg et al., 2015).

La discrepancia entre los estudios en animales de laboratorio en cuanto al efecto
de los metales pesados sobre el aprendizaje pueden deberse a diversas variables que
pueden afectar los resultados tales como, tipo de cepa de roedor, sexo, edad, tiempo de
exposicion, periodo de vida de exposicion (gestacion, lactancia y/o adultez), dosis
administrada, via de administracion y mezcla de metales. A pesar de ello, se ha
propuesto que el aprendizaje al depender, al menos en parte, de una regién anatdbmica
con mecanismos de plasticidad como lo es el hipocampo podria no verse afectada por
la exposicion a metales pesados. Lo que podria explicar nuestros hallazgos en P.
melanophrys.

Los mecanismos de plasticidad, tales como la neurogénesis, se refiere a la
generacion de nuevas neuronas a partir de células progenitoras que ocurren durante la
edad adulta a niveles variables en todos los taxones de vertebrados, incluidos los
mamiferos (Baker et al., 2011). Una de las caracteristicas de la neurogénesis adulta en
mamiferos es que se limita a dos regiones del cerebro: 1) la zona subventricular, donde
se encuentran las nuevas interneuronas gue nacen y se proyectan hacia la corriente
migratoria rostral hasta el bulbo olfatorio y 2) en el hipocampo, en la zona subgranular,
esta distribucion se ha visto en marsupiales (Harman et al., 2012; Lledo et al., 2006). El
hipocampo es una estructura que participa en el aprendizaje y sus procesos de
plasticidad neuronal pueden ser favorecidos por el entorno en donde se desarrollan los
individuos. Por ejemplo, Guilarte et al. (2002), expuso ratas a 1500 ppm de acetato de
Pb en el agua de bebida (desde 10 dias antes de nacidas, durante la gestacion,

lactancia y hasta el destete) y formo tres grupos: control, expuestas a Pb y expuestas a
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Pb con un medio enriquecido (un entorno con tuneles, columpios, rampas y juguetes).
Ellos encontraron que los individuos expuestos a Pb en un medio enriquecido tienen un
mejor desempefio para encontrar la plataforma oculta en el laberinto acuatico de Morris
en comparacion a los individuos expuestos a Pb sin medio enriquesido e incluso al
grupo control. Asimismo, Cao et al., (2008) en ratas macho expuestas a 1500 ppm de
acetato de Pb en agua de bebida durante la gestacion y 21 dias de lactancia, el
aprendizaje fue similar entre el grupo control y el grupo expuesto a Pb que habitaba un
medio enriquecido. Si se compara el medio enriquecido proporcionado a los animales
de laboratorio con el medio en donde se desarrolla P. melanohrys que es silvestre y
hébitos semi-arboricolas (P. melanophrys escala en busca de alimento o refugio, brinca
ante ataques de depredadores, se desplaza en busca de pareja o sitios de anidacion,
etc.), se puede inferir que cuenta con un medio enriquecido que posiblemente le ha
ayudado a mejorar sus mecanismos neuronales para contrarrestar los efectos negativos
de la exposicién a metales pesados sobre funciones cognitivas como el aprendizaje y
memoria importantes para su sobrevivencia.

Ademas de los mecanismos neuronales de plasticidad, las interacciones quimicas
gue ocurren en el interior de los organismos entre los diferentes metales podran dar
resultados de sinergismo o0 antagonismo, es decir en una mezcla de metales sus
efectos aumentan o se contrarrestan entre si (Andrade et al., 2017; Goyer y Clarkson,
2006). Un ejemplo de ello es el trabajo de Rai et al. (2010) en donde ratas expuestas
intragastricamente a As, Cd y Pb (individual y en mezcla) desde la gestacion hasta el
desarrollo y post-destete hasta los 2 meses, s6lo mostraron déficit en la memoria en
presencia de la mezcla de metales, lo que demuestra que la combinaciéon de estos

metales tienen la capacidad de inducir toxicidad sinérgica. En cambio, ratas expuestas
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a Pb (500 ppm) y/o Cd (100 ppm) mostraron ante la exposicion de Pb mayor actividad
vertical. Mientras que la exposicion a Cd disminuye el movimiento y aumenta el tiempo
de descanso. Pero la coadministracion de Pb y Cd no modifica los patrones
conductuales (Nation et al., 1989; Nation et al., 1990), mostrando un efecto antagonico
entre los dos metales.

Con respecto a la memoria, ésta se conforma de 2 fases o caracteristicas: el
almacén de informacion y la evocacién de informacion (Kandel et al., 2001). Estas 2
caracteristicas no mostraron cambios en los individuos de P. melanophrys, ya que el
tiempo de llegada a la plataforma, nUmero de cruzamientos y tiempo que invirtieron en
el cuadrante donde se encontraba la plataforma fue similar entre los animales de ambas
zonas (Figura 16 y 17). Nuestros resultados contrastan con la hipétesis planteada,
puesto que esperabamos que el proceso de memoria disminuiria en individuos de la
zona minera en comparacion a los individuos de la zona testigo. Existen trabajos donde
el proceso de memoria ha mostrado cambios (Jett et al, 1997; Kuhlman et al., 1997;
Liang et al., 2015; Von Stackelber et al., 2015; Garcia-Arenas et al., 2004; Nava-Ruiz et
al., 2012). Por ejemplo, Schneider (2001) trataron ratas hembras y machos a 150, 375y
750 ppm de acetato de Pb en agua de bebida durante la lactancia hasta 55 dias PND.
Ellos encontraron deterioro en la memoria a partir de los 21 dias de exposicion, donde
al evaluar el tiempo de llegada a la plataforma de escape, los animales requirieron un
mayor tiempo en comparacion al grupo control. Sin embargo, nuestros resultados son
similares a lo encontrado en otros trabajos tales como Ma et al., (1999).

Dado que el aprendizaje y memoria fue similar entre los animales testigos y de la
zona minera, nuestros resultados sugieren que a pesar de que P. melanophrys esta

expuesto sistémicamente a metales pesados, las areas cerebrales que participan en el
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aprendizaje y memoria podrian no estar afectadas por los metales pesados o podrian
estar diferencialmente afectadas pero que en su conjunto son capaces de mantener
dichos procesos cognitivos intactos. Estudios adicionales en las areas cerebrales
involucradas en el aprendizaje y memoria, tales como corteza perirrinal, corteza
parahipocampica, corteza entorrinal, circunvolucion dentada, subiculo y areas
hipocampales CA3 y CAl son necesarios para conocer los mecanismos fisiolégicos
involucrados ante exposiciones cronicas a metales pesados en animales silvestres
(Kandel et al., 2001).

c) Numero de células positivas a TH

Los cambios conductuales por la exposicion individual o a mezclas de MP en roedores
de laboratorio han estado relacionados con cambios neuroquimicos inducidos por MP.
Mallo et al., (2006) ante dosis de 0.5 mg de Pb granulado en dieta durante 30 dias
postnatal encontraron aumento en los niveles de dopamina y en la actividad exploratoria
en los individuos expuestos al recorrer un mayor nimero de cuadros que los animales
del grupo control. En nuestro caso el marcador neuroquimico utilizado fue el nUmero de
células positivas a la enzima tirosina hidroxilasa en el roedor silvestre P. melanophrys.
Cabe recordar que dicha enzima es importante ya que es la limitante para la sintesis del
neurotransmisor dopamina. Brevemente, de acuerdo a nuestra hipétesis, en el presente
estudio, el nimero de células positivas a TH en los individuos de la zona minera
disminuy6 solo en 2 de las 6 regiones dopaminérgicas analizadas: Sustancia nigra pars
reticular (SNpr) y nucleo paranigral (PN). Estos hallazgos sugieren que a pesar de que
los individuos de la zona minera estan expuestos a MP de forma sistémica, las diversas
areas cerebrales muestras vulnerabilidad diferencial entre ellas, siendo SNpr y PN las

areas mas sensibles en P. melanophrys. Esto podria explicar, al menos en parte los
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resultados de hiperactividad en los animales. Las areas cerebrales SNpr y PN envian
proyecciones hacia el estriado y el hipocampo, respectivamente (DeFrance et al., 1985;
An et al., 2014). El estriado es una estructura relacionada con el control motor. Nuestros
resultados sugieren que estas vias y areas cerebrales podrian estar siendo alteradas en
algun punto de la neurotransmision en los individuos de la zona minera.

Por otra parte, los resultados en P. melanophrys son semejantes a los
encontrados en L. irroratus, que habita la misma zona minera que nuestro modelo.
Ambos roedores mostraron cambios el nimero de células positivas a TH. En L. irroratus
el numero de células positivas a TH fue mayor en el area AVT de los animales
expuestos a MP (Hernandez-Plata et al., 2020). Mientras que nuestro modelo de
estudio mostré disminucién en las areas SNpr y PN, regiones anatomicamente
cercanas a AVT (Figura 11). En L. irroratus estos cambios en el nimero de neuronas en
el mesencéfalo se relacioné con cambios en la sintesis y degradacion de dopamina en
el estriado. Por lo que es importante realizar estudios en P. melanophrys para analizar
otras areas cerebrales u otros marcadores neuroquimicos, tales como niveles de
dopamina y sus metabolitos. En animales de laboratorio ya sea han descrito
modificaciones en la neurotransmision dopaminérgica y otros neurotransmisores por
exposicién a metales en diversas areas cerebrales (Mejia et al., 1997; Rodriguez et al.,

1998; Ma et al., 1999; Antonio et al., 2002; Basha et al., 2013; Saritha et al., 2018).
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d) Consideraciones finales
Nuestro modelo de estudio P. melanophrys es un roedor silvestre expuesto a dosis y
tiempos de exposicion reales a mezclas de MP y considerada una especie centinela
(Tovar-Sanchez et al., 2012). El presente estudio neurotoxicoldégico en dicha especie
puede complementar su perfil como especie centinela y proporcionar informacion sobre
los efectos y mecanismos a largo plazo tras su exposicion crénica a residuos mineros.
Por otra parte, dado que en modelos de laboratorio se ha estudiado ampliamente
el efecto de los metales pesados sobre el sistema nervioso, en el presente estudio
utilizamos dicha informacion para establecer nuestras hipotesis y comparar nuestros
resultados. Sin embargo, es importante realizar estudios en animales silvestres para
evaluar los efectos de los metales pesados a dosis relevantes y tiempos de exposicion
cronicos, ya que los estudios neurotoxicolégicos en animales silvestres son escasos.
Los estudios neurotoxicolégicos son relevantes porque permiten hacer inferencias a
nivel individual y a nivel de poblacién. Ademas de que la conducta es un marcador que
para su evaluacion no se emplean métodos invasivos, lo que permite la sobrevivencia
del individuo y obtener informacién sobre el impacto de los contaminantes ambientales

sobre los ecosistemas.
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11. CONCLUSIONES

Los individuos de la especie P. melanophrys que habitan la zona minera de Huautla,
Morelos mostraron cambios conductuales en control motor y actividad exploratoria.
Especificamente, los individuos que habitan la zona minera son hiperactivos y

ansiosos en comparacion con los individuos testigos.

A pesar de que los individuos de la zona minera estan expuestos cronicamente a
metales pesados no mostraron cambios en funciones cognitivas como el aprendizaje
y la memoria. Es decir, los individuos de la zona minera son capaces de adquirir,

almacenar y evocar informacion del entorno de igual forma que los animales testigo.

A pesar de que los individuos de la zona minera estan expuestos a metales pesados
de forma sistémica, las diversas areas cerebrales del mesencéfalo muestras
vulnerabilidad diferencial entre ellas a los metales pesados, siendo SNpr y PN las
areas mas sensibles en P. melanoprhrys, ya que solo ellas mostraron disminucion
del numero de células positivas a la enzima tirosina-hidroxilasa. Lo que podria
explicar, al menos en parte, los cambios encontrados en el control motor y la

actividad exploratoria de los individuos que habitan la zona minera.

El roedor silvestre P. melanophrys considerado especie centinela fue sensible a los
metales pesados al mostrar cambios conductuales y neuroquimicos, por lo que estos
marcadores podrian incluirse en estudios de biomonitoreo de sitios contaminados por

metales pesados donde este presente dicha especie de roedor.

81



12. PERSPECTIVAS

Al ser P. melanophrys un eslabon intermedio en las cadenas tréficas, se sugiere
realizar estudios conductuales en especies de los siguientes niveles de las
cadenas troficas.

Utilizar la conducta como biomacarcador de efecto menos invacivo para otras
especies de roedores que habitan la misma zona minera que L. irroratus y P.
melanophrys.

Evaluar en los roedores de la zona minera algunos marcadores en la
neurotransmision sinaptica nidroestriatal o mesocorticolimbica, tales como
concentracion de dopamina y sus metabolitos y niveles de receptores
dopaminergicos.

Explorar los efectos de la exposicién a metales en otras conductas y sistemas de

neurotransmision de los roedores que habitan la zona minera.
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