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					SUMMARY

					Rotenone is a pesticide used in Mexico, despite the experimental ev-idence showing dopaminergic neurons degeneration induced by this compound, which may lead to a psychomotor impairment. However, the possible effects of rotenone on the offspring when they are indirect-ly exposed through their mothers are still unknown. In this study rote-none was administered to female rats during pregnancy and nursing, in order to assess its effects on the offspring’s dopaminergic neurons in the substantia nigra, as well as on motor coordination at 30 or 60 postnatal days.

					Six groups of pregnant Wistar rats were used: an intact control group, a vehicle group injected with the rotenone solvent, and four groups injected subcutaneously with the following doses of rotenone: 0.2, 0.4, 0.6, and 1 mg/kg/day. In a parallel experiment, the off-spring of other groups of dams treated with rotenone 1 mg/kg/day, or controls vehicle-treated, were used to evaluate motor coordination at 30 and 60 postnatal days.

					Rotenone treated dams showed a significant lower amount of dopaminergic neurons in the substantia nigra, but only with the 1 mg/kg dose. This effect was also observed in the offspring but at all doses of rotenone tested, either at 30 or 60 postnatal days. Furthermore, the offspring of rotenone exposed dams significantly increased the time in which they accomplished the motor coordination test, compared to the offspring of control dams.

					These data indicate that rotenone is able to damage the do-paminergic neurons of the offspring though their mothers. This effect requires lower rotenone doses than in adult rats. The reduced number of dopaminergic neurons at early stages of life enhances the risk of developing disorders related to the brains’ dopaminergic system.

					Key words: Rotenone, Parkinson disease, tyrosine hydroxilase, substantia nigra, attention deficit hyperactivity disorder, and motor coordination.

				

			

			
				
					RESUMEN

					La rotenona es un pesticida utilizado en México a pesar de que se ha demostrado experimentalmente que produce una degeneración de las neuronas dopaminérgicas, y puede derivar en deterioro psi-comotor. Sin embargo, no existen estudios de la exposición indirecta a rotenona a través de las madres en el efecto que produzca sobre su descendencia. Nosotros administramos rotenona a ratas durante la gestación y la lactancia para evaluar las alteraciones producidas sobre las neuronas dopaminérgicas y la coordinación motora de sus crías, a los 30 o 60 días posnatales. Para cuantificar las neuronas inmunorreactivas a tirosina hidroxilasa de la sustancia nigra, se in-yectaron subcutáneamente seis grupos de hembras Wistar: intactas (control), con solvente de rotenona (vehículo) y cuatro grupos con ro-tenona en dosis: 0.2, 0.4, 0.6 y 1.0 mg/kg/día. En un experimento paralelo, las crías de otros grupos de hembras tratadas con rotenona 1 mg/kg/día o controles fueron evaluados en la prueba de coordina-ción motora a los 30 y 60 días posnatales.

					Las madres tratadas con 1 mg/kg de rotenona tuvieron menos neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra. Dicho efecto se obser-vó también en las crías, pero con todas las dosis de rotenona utiliza-das, tanto a los 30 como a los 60 días posnatales. Además, la expo-sición indirecta a rotenona aumentó significativamente el tiempo que requirieron las crías para ejecutar la prueba de coordinación motora.

					Estos datos indican que la rotenona es capaz de inducir daño en las neuronas dopaminérgicas de las crías cuando son expuestas a tra-vés de sus madres. Este efecto en las crías se observa con dosis menores de rotenona que en ratas adultas. Por lo tanto, los individuos indirec-tamente expuestos a rotenona podrían tener menos neuronas dopami-nérgicas desde etapas tempranas de la vida, lo que aumenta el riesgo de desarrollar trastornos relacionados con el sistema dopaminérgico.

					Palabras clave: Rotenona, enfermedad de Parkinson, trastorno por déficit de atención con hiperactividad, sustancia nigra, tirosina hidroxilasa, coordinación motora.
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				INTRODUCCIÓN

				La rotenona (ROT) es un compuesto que se extrae de las plantas del género Lonchocarpus, que actúa como pestici-da. Por su origen natural, la ROT es ampliamente utilizada como insecticida en el control de plagas en múltiples culti-vos, y como piscicida para el control de ciertas especies de peces no deseables en mantos acuíferos. Su alta liposolubili-dad le permite atravesar fácilmente las membranas biológi-cas. Dentro de las células, la ROT tiene un efecto inhibitorio altamente específico sobre el complejo I de la cadena respi-ratoria mitocondrial.1-3 En México se usa particularmente en la producción camaronera de las costas del Pacífico, donde los estanque son tratados con ROT al 5.8%, sin que existan estudios del impacto que ésta pueda tener en la salud hu-mana por exposición ocupacional o por consumo. Dhillon et al.3 analizaron el efecto de la exposición ocupacional a ROT en una población de Texas y encontraron un incremento en la incidencia de enfermedad de Parkinson asociado con el uso de este pesticida; sin embargo, en México el panorama es aún desconocido.

				La evidencia actual apunta a que la exposición a pesti-cidas como ROT, maneb o paraquat, produce lesiones de-generativas en las neuronas dopaminérgicas cerebrales.4-6 La disminución de este tipo de neuronas tiene una mayor probabilidad de producir alteraciones psicomotoras en un síndrome tipo enfermedad de Parkinson; sin embargo, a la fecha se ha estudiado escasamente el efecto de la degene-ración de células dopaminérgicas sobre alteraciones funcio-nales que deriven en trastornos mentales. Se ha encontrado que la administración subcutánea de ROT en ratas adultas resulta en la degeneración del sistema dopaminérgico ni-groestriatal, lo que produce deterioro psicomotor, además de favorecer la agregación de la proteína -sinucleína en las terminales sinápticas de dicha vía.1,7 El hecho de que la ROT induzca estos marcadores citológicos de la enfermedad de Parkinson en roedores ha contribuido a que se le considere como modelo animal de dicha enfermedad. Sin embargo, otros núcleos dopaminérgicos cerebrales también podrían estar afectados, aunque el estudio funcional de las alteracio-nes psiquiátricas que generan resulta particularmente difícil de evaluar en los animales.

				En este trabajo estudiamos el efecto que tiene la expo-sición a ROT en etapas muy tempranas de la vida sobre las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra (SN) de ra-tas. El pesticida fue administrado a través de la madre desde el inicio de la gestación hasta el término de la lactancia, lo que permitió estudiar su efecto sobre la descendencia, usan-do como referencia el daño provocado en las madres, puesto que éste ya se ha caracterizado en animales adultos. Las ra-tas gestantes fueron evaluadas al final del tratamiento de 51 días, mientras que sus crías fueron evaluadas a los 30 y 60 días posteriores al nacimiento (DPN). La evaluación consis-tió en contar el número de neuronas con inmunoreactividad 

			

		

		
			
				positiva para tirosina hidroxilasa (IR-TH) en la SN, la cual marca a las células dopaminérgicas debido a que la tirosina hidroxilasa (TH) es la enzima limitante en la vía biosintética de la dopamina. La disminución de las neuronas IR-TH es un indicativo de daño sobre este núcleo dopaminérgico. Adicio-nalmente, evaluamos el efecto sobre la coordinación motora mediante la prueba de la viga inclinada de Drucker.8

				MATERIALES Y MÉTODOS

				Sujetos y procedimientos

				Veinticuatro ratas Wistar hembras de 250g se dividieron en doce cajas; se colocaron dos hembras con un macho sexual-mente experto. Después de 48h se verificó mediante el tapón vaginal que las hembras estuvieran preñadas, lo que determi-nó el inicio del tratamiento con ROT. Las hembras preñadas se colocaron en cajas individuales y se mantuvieron en condi-ciones estándar con un ciclo invertido de luz-obscuridad de 12-12 horas (las luces se apagaban a las 7 am), a temperatura (21 ± 1.0 ºC) y humedad (55 ± 5%) constantes y con agua y ali-mento ad libitum. Las ratas gestantes se dividieron en seis gru-pos (n=4 c/u): un grupo control intacto que no recibió ningún tratamiento; un grupo control inyectado con 100 µl de una so-lución 1:1 de polietilenglicol y dimetilsulfóxido (PEG: DMSO) denominado grupo “vehículo” por recibir sólo el solvente de la ROT (Cat. R8875, Sigma, San Luis, MO), y cuatro grupos expe-rimentales con diferentes dosis de ROT: 0.2 mg/kg, 0.4 mg/kg, 0.6 mg/kg y 1.0 mg/kg, respectivamente.

				Tanto el vehículo como la ROT fueron administrados diariamente por vía subcutánea a las ratas gestantes durante los 21 días de gestación y los 30 días de lactancia. Todos los animales fueron manejados de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZOO-1999). Al final del tratamiento se extrajeron los cerebros de las madres y de las crías de 30 días posnatales (DPN). Los cerebros de las crías de 60 DPN se es-tudiaron con el fin de tener un grupo para evaluar el efecto de la ROT 30 días después de terminada la exposición. Los cerebros se congelaron a -20ºC para hacer cortes coronales de 40µm, y las secciones fueron procesadas con anticuerpos contra TH, con el fin de marcar inmunohistoquímicamente las células de la SN que tuvieran esta enzima (neuronas do-paminérgicas).

				Procedimiento inmunohistoquímico para TH

				Las ratas hembras y sus crías fueron anestesiadas con una sobredosis de pentobarbital sódico, 1 o 0.5 ml, respecti-vamente (Pfizer, México, DF, México) y se perfundieron transcardialmente con 200ml de una solución PBS (solución salina en buffer de fosfatos: 0,1 M, pH 7.4, NaCl 130 mM, Na2HPO4 7mM y NaH2PO4 3 mM), y posteriormente fueron fijadas con 250 ml de paraformaldehído al 4% disuelto en la 
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				solución PBS. Los cerebros se extrajeron y se posfijaron en la misma solución durante 12h, y posteriormente se coloca-ron en una solución crioprotectora consistente en sacarosa al 30% disuelta en solución PBS a 4°C.

				De la porción del cerebro correspondiente a la SN, de acuerdo con el atlas estereotáxico del cerebro de la rata,9 se obtuvieron cortes de 40 µm de grosor en un micrótomo de congelación (Cryo-Cut American Optical).

				Para la inmunohistoquímica de TH, las rebanadas de cerebro se colocaron en libre flotación en cajas multipozos y se lavaron tres veces con PBS durante 10 min cada lavada (PBS 3X10 min); se incubaron por una hora a 4°C en una solución PBS con 3% de Triton X-100 (Sigma) y 0.01% de al-búmina bovina (BSA; Sigma). Posteriormente, las secciones fueron incubadas 12 horas en una solución de PBS que con-tenía el anticuerpo policlonal de conejo contra TH (1:1000; Biotecnología Santa Cruz); esta incubación se mantuvo en condiciones de agitación leve y a 4ºC. Al día siguiente, des-pués de lavarse en PBS 3X10 min, los cortes fueron incuba-dos en solución PBS con un anticuerpo secundario biotini-lado (IgG de conejo biotinilado diluido a 1:250; ABC Vector Burlingame, CA, EE.UU.) durante 2h a temperatura am-biente; al término de este tiempo los cortes fueron lavados con PBS 3X10 min. Para visualizar la reacción de la unión antígeno-anticuerpo, las secciones se incubaron 2h en una solución de avidina conjugada con peroxidasa de rábano (ABC VectaStain Elite Kit Vector, Burlingame, CA, EE.UU.). Después de lavarse 3X10 min con una solución Tris-HCl 0.1 M, pH 7.4, las secciones fueron incubadas 5 min con 0.1% de diaminobencidina (Sigma), y luego se agregó peróxido de hidrogeno (H2O2) al 0.24% para revelar la localización de los anticuerpos. La reacción fue monitoreada con un microsco-pio, y cuando era claramente visible se detuvo mediante la-vados con PBS 3X5 min. Finalmente, las secciones reveladas fueron colocadas sobre portaobjetos, se deshidrataron con alcoholes y xilol, para cubrirse por último con Cytoseal XYL (Richard Allan-científico) y un cubreobjetos.

				Análisis inmunohistoquímico

				Para cuantificar a las neuronas IR-TH, los límites de la SN se establecieron de acuerdo con el atlas estereotáxico del ce-rebro de rata,9 iniciando en -5,20 y terminando a -6,30 mm de Bregma (aproximadamente 800 μm de la SN fueron eva-luadas). Las imágenes fueron capturadas por una cámara (Evolution VF Cooled Color Camera Medica Cybernetics) adaptada a un microscopio (Olympus IX-71, Japón) con un aumento 4X y 20X; una vez adquiridas se analizaron con el programa Image ProPlus 6.0. Las neuronas IR-TH fueron contadas manualmente. El criterio para considerar a una neurona dopaminérgica IR-TH fue encontrar el citoplasma completamente marcado, y el núcleo perfectamente defini-do y sin marca. Veinte cortes del cerebro de cada animal se analizaron por dos investigadores independientes. Con es-

			

		

		
			
				tos datos se calculó el promedio de las neuronas IR-TH para cada uno de los 10 animales; los resultados son el promedio de las neuronas IR-TH de 10 sujetos.

				Prueba de coordinación motora

				Treinta críos de 30 DPN divididos en tres grupos: control, vehículo y ROT 1 mg/kg (n=10 c/u) fueron evaluados a los 30 y 60 DPN con la prueba de coordinación motora di-señada y validada por Drucker y García.8 Este dispositivo consiste en una viga de madera de 2m de largo, colocada con una inclinación de 15º, para que la rata la escale. En el extremo superior de la viga se coloca su caja-hogar como estímulo para que ejecute la prueba. Inicialmente, las ra-tas se entrenan a trepar sobre una viga de 24mm de ancho durante cinco días antes de realizar la prueba; la prueba se inicia cambiando al azar el grosor de la viga en anchos de 9, 6 y 3 mm. La rata se coloca en la parte baja de la viga y se le permite caminar hasta alcanzar el extremo superior registrando el tiempo en el que llega. Se emplea un limite máximo de 120 seg, al término del cual si la rata no ha al-canzado su caja-hogar se remueve manualmente y coloca en su caja y recibe una calificación de 120seg. Los resulta-dos se expresaron como el promedio del tiempo total (seg) que tardaron los 10 sujetos en cada condición experimental para ejecutar la prueba.

				RESULTADOS

				Efecto de la ROT en las ratas gestantes

				Las ratas gestantes tratadas con ROT durante 51 días tuvieron un menor número de neuronas IR-TH en la SN. La figura 1 (paneles A, D, J, M y P) muestra imágenes representativas de las áreas correspondientes a la SN, donde se observa una dis-minución de las neuronas IR-TH proporcional al aumento de la dosis de ROT. La media del número de neuronas IR-TH en las hembras adultas sin tratamiento (control) fue 200.5, y en las tratadas con el vehículo fue 160.5; los animales tratados con ROT tuvieron valores de 219.5, 171.5, 128.5 y 41.75 neu-ronas por campo, que corresponden a las dosis de 0.2, 0.4, 0.6 y 1.0 mg/kg de ROT, respectivamente (figura 2).

				El análisis de varianza (ANOVA) de una vía reveló un efecto significativo del tratamiento (F(5,18)=11.04; p<0.0001). La prueba post hoc de comparaciones múltiples de Tukey mostró que los grupos control, vehículo y con 0.2 mg/kg de ROT tuvieron diferencias significativas contra el grupo que recibió la mayor dosis de ROT (p<0.001).

				Efecto de la ROT en las crías

				El número de neuronas IR-TH en la SN de las crías mostró un patrón similar al de sus madres tratadas con ROT: las 
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				neuronas IR-TH disminuyeron conforme aumentó la dosis de ROT; este efecto se encontró en las crías de 30 DPN ex-puestas indirectamente in utero y durante la lactancia a ROT. La figura 1 (paneles: B, E, H, K, N y Q) muestra la SN de estos animales donde se observa la disminución en la pobla-ción de neuronas IR-TH. Un efecto similar de la ROT se en-contró en los animales de 60 DPN, los cuales habían estado 30 días sin exposición al xenobiótico. La figura 1 (paneles: C, F, I, L, O y R) muestra el efecto de la ROT sobre las neuronas IR-TH de dichos animales.

				En los animales de 30 DPN, los valores promedio del nú-mero de neuronas en condiciones control y vehículo fueron 190.7 y 161.7, mientras que en los grupos tratados con las dife-rentes dosis de ROT fueron de 135, 102.9, 75.18 y 56.5, respec-tivamente (figura 3A). El ANOVA de una vía mostró diferen-cias significativas del tratamiento (F(5,54)=1268; p<0.0001). La prueba post hoc de comparaciones múltiples de Tukey reveló que los grupos control y vehículo tuvieron diferencias con to-dos los grupos tratados con ROT (p<0.001). La densidad de neuronas IR-TH disminuye de modo similar en las crías de 60 DPN; los valores promedio del número de neuronas en con-diciones control y vehículo fueron 191 y 165, respectivamen-te, y en los grupos tratados con las diferentes dosis de ROT fueron de 106.8, 65.35, 56.38 y 32.52, respectivamente (figura 3B). El ANOVA de una vía mostró diferencias significativas 
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					Figura 2. Número de neuronas IR-TH de la SN de las ratas adultas. La gráfica muestra el efecto del tratamiento con ROT por 51 días en estas ratas. Cada barra representa el promedio ± el error estándar del número de neuronas IR-TH por campo, obtenido a partir de 20 cortes por sujeto de cada grupo (n = 4). Los asteriscos (***) mues-tran al grupo con significancia estadística (p<0.0001). C = grupo control; V = vehículo y la barra con el rótulo Rotenona representa a los animales tratados con diferentes dosis de ésta.

				

			

		

		
			
				
					Figura 1. Fotografías representativas de la substantia nigra de las madres tratadas con diferentes dosis de ROT y sus crías. Las primeras dos columnas (letras A, D, G, J, M y P, y las marcadas con el apostrofo ’) presentan el tejido de ratas madres a un aumento 4X (izquierda) y 20X (derecha), donde se puede observar una menor densidad de neuronas IR-TH conforme se incrementa la dosis de ROT. Los paneles B, E, H, K, M y P presentan substantia nigra de las crías de 30 días posnatales con el mismo aumento (4X izquierda y 20X derecha). Los paneles C, F, I, L, N y Q presentan la substantia nigra en las crías de 60 días posnatales con el mismo aumento (ibid). En las fotografías de la derecha se muestra el área representativa de la substantia nigra en la que se llevó a cabo el conteo de las neuronas IR-TH. La barra muestra una escala de 10 μm.
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				por el tratamiento (F(5,54)=344,1; p<0.0001), y la prueba post hoc de Tukey reveló diferencias entre los grupos control y vehícu-lo, y todos los grupos tratados con ROT (p<0.001).
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				Efecto de la ROT sobre la prueba

				de coordinación motora

				Los resultados obtenidos al evaluar a las crías a los 30 y 60 DPN en la prueba de coordinación motora se muestran en la figura 4. Las crías expuestas a 1mg/kg de ROT requirieron más tiempo para ejecutar la prueba de coordinación motora. Como se muestra en la figura 4A, en las crías de 30 DPN aumentó el tiempo total (seg) para ejecutar la prueba a me-dida que disminuía el grosor de la barra de 9, a 6 y 3 mm. El análisis de varianza mostró un efecto significativo del tratamiento con ROT (F(8,81)=478; p<0.0001). La prueba post hoc de Tukey mostró que en las crías expuestas a 1mg/kg de ROT aumentó significativamente el tiempo para ejecutar la prueba en comparación con las crías control y vehículo (p<0.001). En la figura 4B se muestra que persiste el efec-

			

		

		
			
				to deletéreo sobre la coordinación motora en estas mismas crías a los 60 DPN (F(8,81)= 344.1; p<0.0001). La prueba post hoc de Tukey mostró diferencias significativas (p<0.001) en el tiempo total (seg) que tardan en ejecutar la prueba bajo las mismas condiciones experimentales.

				DISCUSIÓN

				Existen múltiples factores ambientales que pueden provo-car una variedad de efectos tóxicos en el organismo. Di-versos estudios muestran que la exposición a xenobiótico como metales,10 pesticidas entre los que se incluye la ROT,1,4 fungicidas y herbicidas como el maneb y paraquat,11-13 entre varios otros, pueden generar daños en el Sistema Nervioso Central.14 Grandjean y Landrigan10 encontraron que la ex-
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					Figura 3. Número de neuronas IR-TH de la SN. Efecto de la exposición in utero y durante la lactancia a ROT en crías de 30 DPN (A) y en crías de 60 DPN (B). Cada barra representa el promedio ± el error estándar del número de neuronas IR-TH de la substantia nigra por campo obte-nidos a partir de 20 cortes por cada sujeto de cada grupo (n=10). Los asteriscos (***) representan las diferencias significativas (p<0.0001) obtenidas entre los grupos C = control, V = vehículo vs. los grupos expuestos a las diferentes dosis de ROT.

				

			

		

		
			
				
					Figura 4. Tiempo empleado para ejecutar la prueba de coordinación motora. El panel A muestra los animales evaluados a los 30 DPN y el panel B las mismas crías evaluadas a los 60 DPN. Las crías expuestas a ROT (1 mg/kg) tuvieron diferencias significativas (*** p<0.05) comparada con los grupos control y vehículo. El eje de las abscisas indica el grosor de cada barra en la que los animales fueron evaluados.
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				posición del feto humano a sustancias químicas industriales provocaba daños en el cerebro durante el proceso de neuro-desarrollo que podían predisponer a diversas enfermedades neurológicas o psiquiátricas en el largo plazo.

				Hasta donde sabemos no hay estudios previos que abor-den los efectos in utero de la ROT, por lo que evaluamos en ra-tas Wistar la exposición a este pesticida durante la gestación y la lactancia sobre el número de neuronas dopaminérgicas de su descendencia y la coordinación motora. El diseño expe-rimental contempló dos momentos posnatales para investi-gar los cambios que se manifestarán en el cerebro de las crías: uno al término de la exposición indirecta a la ROT, y el otro 30 días después de finalizar el tratamiento, para determinar si había cambios relacionados con la maduración cerebral.

				La administración de ROT por vía s.c. en las madres sirvió como control del daño sobre las células dopaminérgi-cas, puesto que las madres y las crías estuvieron expuestas a las mismas concentraciones de ROT en sangre. Nuestros hallazgos indican que las ratas madres tuvieron una dis-minución significativa en el número de neuronas inmuno-reactivas a TH (neuronas dopaminérgicas) en la SN, pero solamente con la dosis de 1.0 mg/kg. Nuestros resultados replican los hallazgos previamente reportados por Betarbet et al.,1 quienes trataron ratas macho adultas con 2mg/kg de ROT durante dos semanas y observaron una disminución en el número de neuronas IR-TH. En todos los estudios pre-vios se han empleado dosis superiores a 2 mg/kg de ROT y se han obtenido resultados similares a los nuestros.1,7,15-18 En nuestras condiciones experimentales no observamos efectos significativos con dosis menores, por lo que proponemos que 1 mg/kg de ROT debe ser la dosis mínima efectiva para provocar un daño significativo sobre las neuronas dopami-nérgicas en la SN de ratas adultas.

				En un estudio previo se había sugerido que las ratas hembras son resistentes a pesticidas como maneb y para-quat;19 sin embargo, nuestros resultados no indican ninguna resistencia especial de las hembras a la ROT, lo que podría deberse a que esta última afecta vías metabólicas diferentes a las del maneb y el paraquat en su acción neurotóxica.20

				El interés primordial de nuestro trabajo fue explorar los daños que la ROT puede producir sobre las neuronas dopaminérgicas de la SN durante el desarrollo de las crías. Nuestros resultados muestran que las dosis de ROT ad-ministradas a través de la madre produjeron disminución significativa en el número de neuronas dopaminérgicas (IR-TH). Esto contrasta con el efecto observado en las madres, en las cuales sólo la dosis mayor de ROT provocó un de-cremento significativo. Esta diferencia puede deberse a que el fenotipo neuronal está definido en las madres y esto les confiere resistencia a los efectos a las neurotoxinas, mientras en las crías el fenotipo neuronal no está comprometido y el proceso de diferenciación las hace vulnerables a daños oca-sionados por factores externos.21 Además, en las crías parece que la maduración cerebral posnatal es también un factor 

			

		

		
			
				importante para el efecto de la ROT, pues los animales de 60 DPN, los que estuvieron 30 días sin exposición, mostra-ron una disminución mayor en el número de neuronas IR-TH en comparación con los animales de 30 DPN, los que habían terminado su exposición al pesticida cuando fueron evaluadas. Esto podría atribuirse a la acumulación de ROT en el tejido adiposo, que pudiera liberarse de manera tónica posteriormente en las crías.

				Aunque ambos grupos de crías estuvieron expuestos a la ROT durante el mismo tiempo (la diferencia entre estos es-triba en las crías que permanecieron sin exposición durante 30 días), el daño aparentemente mayor que la ROT provocó sobre las neuronas de las crías de 60 DPN no se correlacio-nó con los resultados de la coordinación motora, ya que no hubo diferencias significativas entre los animales probados a los 30 días y los probados a los 60 días de edad, en el tiem-po de ejecución para trepar por la viga inclinada (figura 4).

				Durante la etapa fetal el cerebro es sensible a los daños que pueden ocasionarle diversos factores externos; durante este periodo, la protección que ofrece la placenta es limitada, sobre todo contra aquellas sustancias que son altamente li-posolubles como la ROT. Además, en los fetos la barrera he-matoencefálica no se encuentra completamente desarrolla-da pues ésta termina su desarrollo después del nacimiento,22 y debido a que el cerebro continúa su desarrollo durante la etapa posnatal, el periodo de vulnerabilidad se prolonga. Se ha reportado que ratones recién nacidos expuestos a dosis bajas de agentes neurotóxicos, como el insecticida paraquat, no muestran efectos inmediatos; sin embargo en la edad adulta presentan cambios conductuales y deficiencias en el aprendizaje, lo que se ha interpretado como una consecuen-cia de los daños cerebrales provocados por la exposición temprana a esta substancia.11,23

				Barlow et al.11 mostraron que la presencia de pesticidas durante el periodo prenatal y perinatal causa la reducción del número de neuronas dopaminérgicas e incrementa la susceptibilidad de estas neuronas a la degeneración por daños subsecuentes ocasionados por otros factores ambien-tales o por la edad.24-26 Nuestros resultados parecen apoyar sus hipótesis.

				Se ha sugerido que los niños accidentalmente expuestos durante el desarrollo fetal a pesticidas tienen mayor riesgo de desarrollar trastorno de déficit de atención e hiperacti-vidad (TDAH), sobre todo en casos donde la exposición es mediante alimentos tratados con pesticidas.27,28 El TDAH está estrechamente relacionado con trastornos en el funcio-namiento del sistema dopaminérgico. Warton sugiere que los niños que lo padecen pueden tener alterada la liberación de dopamina en las terminales nigroestriatales.29 Nuestro estudio sugiere que la exposición a ROT por vía materna podría tener alguna relación causal con sus observaciones.

				Adicionalmente, se ha documentado que la exposición a pesticidas, entre los cuales se encuentra la ROT, aumenta la incidencia de la enfermedad de Parkinson en los indivi-
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				duos expuestos.3,4,30 Por otra parte, Whatley ha propuesto un mecanismo fisiopatológico indirecto para el desarrollo de esquizofrenia, derivado de que la ROT puede afectar la expresión de genes mitocondriales en las neuronas dopami-nérgicas, y esto, a su vez, podría facilitar el desarrollo de di-cha enfermedad.31 Más aún, entre los efectos de la ROT está la disminución de serotonina en el hipocampo, que facilita conductas relacionadas con la depresión, que también han sido exploradas en modelos animales.32

				En resumen, la ROT es capaz de inducir daño neuronal desde antes del nacimiento; los individuos expuestos du-rante su desarrollo podrían tener un número menor de neu-ronas dopaminérgicas desde etapas tempranas de la vida, lo que los haría más vulnerables a otros factores nocivos, aumentando el riesgo de desarrollar en edades tempranas trastornos relacionados con disfunciones del sistema dopa-minérgico como el TDAH, o alteraciones tardías como la enfermedad de Parkinson, sin descartar otros tipos de tras-tornos funcionales o psiquiátricos.

				Hasta donde sabemos, en México se conoce muy poco sobre la asociación entre xenobióticos ambientales y trastor-nos neurológicos en individuos expuestos durante etapas tempranas de la vida. Se supone que en México hay apro-ximadamente 1.5 millones de niños menores de 18 años que padecen de TDAH, y la mayoría no han sido diagnostica-dos.33 Existe la posibilidad de que un número importante de individuos se encuentre afectado debido a la exposición in utero a tóxicos ambientales.13
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SUMMARY

Rotenone is a pesticide used in Mexico, despite the experimental ev-
idence showing dopaminergic neurons degeneration induced by this
compound, which may lead to a psychomotor impairment. However,
the possible effects of rotenone on the offspring when they are indirect-
ly exposed through their mothers are sfill unknown. In this study rote-
none was administered to female rats during pregnancy and nursing,
in order to assess its effects on the offspring’s dopaminergic neurons
in the substantia nigra, as well as on motor coordination at 30 or 60
postnatal days.

Six groups of pregnant Wistar rats were used: an intact control
group, a vehicle group injected with the rotenone solvent, and four
groups injected subcutaneously with the following doses of rotenone:
0.2, 0.4, 0.6, and 1 mg/kg/day. In a parallel experiment, the off-
spring of other groups of dams treated with rotenone 1 mg/kg/day,
or controls vehicletreated, were used to evaluate motor coordination
at 30 and 60 postnatal days.

Rotenone treated dams showed a significant lower amount of
dopaminergic neurons in the substantia nigra, but only with the T mg/kg
dose. This effect was also observed in the offspring but at all doses of
rotenone tested, either at 30 or 60 postnatal days. Furthermore, the
offspring of rotenone exposed dams significantly increased the time
in which they accomplished the motor coordination test, compared to
the offspring of control dams.

These data indicate that rotenone is able to damage the do-
paminergic neurons of the offspring though their mothers. This effect
requires lower rotenone doses than in adult rats. The reduced number
of dopaminergic neurons at early stages of life enhances the risk of
developing disorders related to the brains’ dopaminergic system.

Key words: Rotenone, Parkinson disease, tyrosine hydroxilase,
substantia nigra, attention deficit hyperactivity disorder, and motor
coordination.

RESUMEN

La rotenona es un pesticida utilizado en México a pesar de que se
ha demostrado experimentalmente que produce una degeneracién
de las neuronas dopaminérgicas, y puede derivar en deferioro psi-
comotor. Sin embargo, no existen estudios de la exposicién indirecta
a rotenona a fravés de las madres en el efecto que produzca sobre
su descendencia. Nosotros administramos rotenona a ratas durante
la gestacién y la lactancia para evaluar las alteraciones producidas
sobre las neuronas dopaminérgicas y la coordinacién motora de sus
crias, a los 30 o 60 dias posnatales. Para cuantificar las neuronas
inmunorreactivas a firosina hidroxilasa de la sustancia nigra, se in-
yectaron subcuténeamente seis grupos de hembras Wistar: intactas
(control), con solvente de rotenona (vehiculo) y cuatro grupos con ro-
tenona en dosis: 0.2, 0.4, 0.6 y 1.0 mg/kg/dia. En un experimento
paralelo, las crias de otros grupos de hembras tratadas con rotenona
1 mg/kg/dia o controles fueron evaluados en la prueba de coordina-
cién motora a los 30 y 60 dias posnatales.

Las madres fratadas con 1 mg/kg de rotenona tuvieron menos
neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra. Dicho efecto se obser-
vé también en las crias, pero con todas las dosis de rotenona utiliza-
das, tanto a los 30 como a los 60 dias posnatales. Ademds, la expo-
sicién indirecta a rofenona aumenté significativamente el tiempo que
requirieron las crias para ejecutar la prueba de coordinacién motora.

Estos datos indican que la rotenona es capaz de inducir dafio en
las neuronas dopaminérgicas de las crias cuando son expuestas a tra-
vés de sus madres. Este efecto en las crias se observa con dosis menores
de rofenona que en ratas adultas. Por lo tanto, los individuos indirec-
famente expuestos a rotenona podrian tener menos neuronas dopami-
nérgicas desde etapas tempranas de la vida, lo que aumenta el riesgo
de desarrollar trastornos relacionados con el sistema dopaminérgico.

Palabras clave: Rotenona, enfermedad de Parkinson, trastorno
por déficit de atencién con hiperactividad, sustancia nigra, tirosina
hidroxilasa, coordinacién motora.
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