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RESUMEN
Se estudiaron los efectos de la atrazina durante el desarrollo in vitro de células de Purkinje del cerebelo de ratón, desde el
día de nacimiento hasta el día 9 postnatal, utilizando impregnación cromoargéntica de Golgi, para tratar de determinar los
cambios fenotípicos que ocurren durante la diferenciación de la células de Purkinje. Se realizaron cultivos primarios de
explantes de corteza cerebelosa de cada edad, tanto control como expuestos durante 6 días a dosis crónica de atrazina (15
g/g-peso), incorporada al medio de incubación cada 48 horas. Las células de Purkinje de cultivos con atrazina de ratones
recién nacidos presentaron acentuadas características morfológicas de inmadurez, con cuerpos celulares irregulares
cubiertos por numerosas prolongaciones lamelares, que disminuyen cuantitativamente a partir del día P3, cuando se observa
el inicio de una incipiente polarización de las prolongaciones neuronales, experimentando un lento crecimiento hasta el día
P9 cuando se observaron células de Purkinje con gruesas y cortas prolongaciones  dendríticas y escasas espinas, lo cual
contrasta con los cultivos control que al día P7 mostraron células de Purkinje con todas sus características fenotípicas. Estos
resultados permiten concluir que la administración de atrazina durante el período de maduración del sistema nervioso,
retrasa el desarrollo de las células de Purkinje, impidiendo la adquisición de las características fenotípicas de estas células,
demostrando el efecto toxico de la atrazina sobre el desarrollo del sistema nervioso.
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EFFECTS OF ATRAZINE IN PRIMARY CULTURES OF MOUSE CEREBELLAR CORTEX USING A
MODIFIED GOLGI METHOD

SUMMARY
The effects of atrazine during the development of mouse cerebellar Purkinje cells in vitro were studied, from the day of
birth until postnatal day 9 (P9) by using golgi chrome-silver impregnation. the aim of this study was to determine the
phenotypic changes during purkinje cell differentiation induced by atrazine. cerebellar cortex explants from each age were
taken, both controlled and exposed for 6 days at chronic doses of atrazine (15 g/g-weight), incorporated into the incubation
medium every 48 hours. Newborn-mice Purkinje cells in cultures with atrazine showed marked morphological features of
immaturity, with cell bodies covered by numerous irregular lamellar extensions; which quantitatively decrease from the P3
day. Then, the beginning of an incipient polarization of the neural extensions is observed, as well as a slow growth until the
P9 day, when Purkinje cells with thick, short and few dendritic spines were observed. In contrast, control cultures showed
Purkinje cells with mature phenotype at P7 day. These findings indicate that administration of atrazine during the
maturation of the nervous system slows the development of Purkinje cells, preventing the acquisition of the phenotypic
characteristics of these cells, and demonstrating the toxic effect of atrazine on the development of the nervous system.

Keywords: Atrazine, Golgi method, in vitro, Purkinje cell.

INTRODUCCIÓN

El envenenamiento agudo por la exposición a herbicidas y

plaguicidas es común entre los agricultores, especialmente

en países en vías de desarrollo y en regiones dedicadas a

los cultivos intensivos, lo que ha traído como

consecuencia un aumento de la morbilidad y la mortalidad

entre los usuarios de estos productos tóxicos. La mayoría

de estas intoxicaciones son debidas al inadecuado uso de

esas sustancias y a la falta de protección por parte de los

usuarios de productos agroquímicos.
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De los herbicidas, la atrazina es uno de los más

ampliamente utilizados para controlar o evitar el

crecimiento de malezas en cultivos de maíz, sorgo, caña

de azúcar, entre otros. Es un herbicida orgánico

nitrogenado derivado de la triazina, que es fácilmente

liberado al ambiente, habiendo sido demostrado que tiene

una alta persistencia en el mismo y su degradación

química o biológica es muy lenta [1, 2].

La atrazina ha sido identificada como un disruptor

endocrino, como lo confirman estudios realizados en

anfibios, a través de los cuales se demuestra que bajas

concentraciones de este compuesto causan feminización

[3, 4]. También se ha reportado que tiene efectos nocivos

en mamíferos afectando los órganos reproductivos [5, 6],

favoreciendo la aparición de tumores en glándulas

mamarias [7] y suprimiendo la secreción de las hormonas

de la pituitaria y de neurotransmisores hipotalámicos [8,

9], lo cual trae como consecuencia alteraciones en el

desarrollo reproductivo en ratas.

Por  otra parte, se ha evaluado el potencial genotóxico de

la atrazina en diferentes sistemas in vivo e in vitro, así se

ha llegado a determinar cambios en la estructura del ácido

desoxirribonucleico (ADN) que pueden producir

mutaciones y aberraciones cromosómicas [10, 11, 12]. En

el sistema nervioso y en el inmunológico también se han

adelantado estudios sobre los distintos mecanismos de

acción de esta sustancia sobre tales sistemas [13, 14, 15,

16].

Para la detección de cambios celulares morfológicos y

funcionales en diversas patologías del sistema nervioso,

fundamentalmente del tipo degenerativo y neurotóxico, ha

sido ampliamente utilizado el método de Golgi [17, 18,

19, 20, 21, 22]. En el presente estudio, cuyo objetivo es

conocer las alteraciones de la célula de Purkinje de la

corteza cerebelosa expuesta a intoxicación con atrazina,

tratamos de establecer en condiciones in vitro, una

correlación entre el desarrollo de la célula de Purkinje

expuesta a dosis de atrazina con las mismas células no

expuestas a este herbicida.

MATERIALES Y MÉTODOS

El estudio fue realizado en ratones NMRI suministrados

por el Bioterio Central de la Universidad de Los Andes. El

manejo de los animales [23, 24] fue hecho de acuerdo a lo

establecido por el Comité de Bioética de la Universidad

de Los Andes para el uso de animales experimentales,

según exigencias establecidas para la utilización de

animales en investigación en el Código de Bioética y

Seguridad del Fondo Nacional de Ciencia e Innovación

Tecnológica (FONACIT-Caracas, Venezuela) y en

conformidad con lo propuesto por el NIH (National

Institute of Health-USA) para el tratamiento ético de los

animales.

Se utilizaron cerebelos de ratones de 0, 3, 5, 7 y 9 días de

edad postnatal (P0, P3, P5, P7 y P9, respectivamente),

cultivados durante seis días (P0-6, P3-6, P5-6, P7-6 y P9-

6), tiempo óptimo para la maduración y desarrollo de las

neuronas [25], utilizando el método desarrollado por

Garber y Moscona [26] y modificado por Palacios-Prü y

colaboradores [25]. A los ratones anestesiados con

Ketamina ® (0,24 mg/g-peso), se les extrajo el cerebelo, el

cual inmediatamente fue colocado en solución Tyrode

estéril. El tejido fue seccionado en fragmentos de

aproximadamente 3 mm3 y fueron transferidos al medio

de incubación. Por cada edad analizada se utilizaron 10

ratones, 5 cultivados como control y 5 sometidos a

intoxicación con atrazina a una dosis controlada de 15

g/g-peso.

El medio de cultivo se oxigenó cada 24 horas y se cambió

cada 48 horas, adicionando en cada cambio 0,3 µg/ml de

atrazina, dosis que permite la cronicidad de la exposición

del herbicida, durante el tiempo (6 días) de incubación in

vitro que garantiza que las células se expresen
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morfológicamente, como ha sido demostrado previamente

[25]. Una vez obtenidos los cultivos se les aplicó el

método de Golgi, modificado por Palacios Prü [27]. La

observación del tejido fue realizado con un microscopio

fotónico de alta resolución Polyvar Reichert Jung y las

imágenes fueron digitalizados con una cámara Infinite.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Las células de Purkinje P0 muestran un alto grado de

inmadurez, tanto en el tejido control (Fig. 1a) como las

cultivadas con atrazina (Fig. 1b). Son células que

presentan un cuerpo irregular con gran cantidad de

prolongaciones de aspecto lamelar, de dimensiones

variables y dispuestas en la totalidad de la superficie

somática.

En los cultivos control de corteza cerebelosa de ratones P3

se aprecian indicios de polarización de las prolongaciones

somáticas, distinguiéndose en algunas ocasiones largas

prolongaciones opositopolares que podrían corresponder

al origen del árbol dendrítico y del axón. Sin embargo, el

cuerpo aunque tiende a hacerse alargado continua siendo

irregular por la presencia de prolongaciones lamelares

(Fig. 2a). Las células de Purkinje cultivadas con atrazina

(Fig. 2b) muestran características de inmadurez en su

morfotipo, comparándolas con los cultivos control. Son

células muy irregulares y emerge de su cuerpo un elevado

número de prolongaciones lamelares, tanto cortas como

largas, distribuidas en toda la superficie celular, sin

presentar signos de polarización.

Las células de Purkinje P5 cultivadas sin la presencia del

herbicida aun cuando no han alcanzado la madurez

citotípica in vitro, muestran un desarrollo morfológico

más cercano al fenotipo de esta neurona; es decir, se

observa un cuerpo menos irregular y con escasas

prolongaciones lamelares emergiendo de él, lo cual puede

ser interpretado como un signo de mayor grado de

madurez celular. Son células con prolongaciones

polarizadas, donde se distingue claramente la región

dendrítica de la región axónica (Fig. 3a), pudiendo ya

hablarse de un tronco dendrítico primario, bifurcado en

ramificaciones dendríticas secundarias. Mientras que, las

células de Purkinje de la misma edad (P5) cultivadas con

atrazina continúan presentando un alto grado de

inmadurez; sus cuerpos son irregulares manteniendo un

número importante de formaciones lamelares somáticas a

predominio de las de mayor longitud (Fig. 3b), teniendo

algunas de estas prolongaciones características de una

fibra axónica, como se observa en la figura 3b.  Es de

destacar que en estos cultivos las fibras de aspecto

axónico siempre están acompañadas de un grupo de

prolongaciones neuronales de aspecto dendrítico, que no

es lo común, lo cual puede ser un indicio más de la

inmadurez citológica a consecuencia de la presencia de la

atrazina en el medio de  cultivo.

En los cultivos cerebelosos de ratón P7 se evidencia el

desarrollo citotípico de las células de Purkinje, al

observarse el cuerpo celular de contornos lisos y con la

forma piriforme  característica de estas neuronas, así

como el desarrollo del árbol dendrítico propio de estas
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células, presentando un patrón de arborización dendrítica

(Fig. 4a); sin embargo, todavía no están bien formadas las

espinas dendríticas. Cuando la corteza cerebelosa de ratón

P7 es cultivada con atrazina, se observan células de

Purkinje citotípicamente más desarrolladas en

comparación con las células de edades anteriores

cultivadas con el herbicida (Fig. 4b). A pesar del

desarrollo alcanzado, aún muestran signos de inmadurez

con respecto a la célula control de la misma edad, ya que

se observan prolongaciones lamelares cortas y largas

emergiendo del cuerpo celular, sin mostrar una

polarización definida.

Las células de Purkinje en los cultivos control de P9

conservan sus características fenotípicas, es decir un

cuerpo piriforme con contornos lisos y la arborización

dendrítica con ramificaciones secundarias y terciarias

(Fig. 5a). Ante la presencia de atrazina, las células de

Purkinje P9 muestran signos de inmadurez presentando

cuerpos irregulares con formaciones lamelares; aun

cuando en algunos casos se observan algunas

prolongaciones dendríticas bien definidas en formación e

iniciando el proceso de arborización (Fig. 5b).

La dosis de atrazina utilizada más el tiempo de cultivo (6

días) garantizan  la cronicidad de la exposición a la misma

y la supervivencia celular, lo cual permite observar los

efectos neurotóxicos de este herbicida sobre el sistema

nervioso central, demostrándose experimentalmente que

las células cerebelosas expuestas a esta dosis de atrazina

en condiciones in vitro retrasan su desarrollo citotípico y

morfológico normal. Se conoce que durante el desarrollo

[26], el sistema nervioso no alcanza la madurez de manera

generalizada en un momento determinado, sino que por el

contrario, existe un lapso variable para cada una de las

diferentes regiones encefálicas y para cada especie animal,

denominado Período Crítico, durante el cual las células

logran alcanzar características básicas de madurez, que les

permite desarrollar la fenotipia celular. En el caso del

cerebelo de ratón el Período Crítico corresponde al día 7

de desarrollo postnatal (P7).

Las células de Purkinje en condiciones in vitro durante el

Período Crítico alcanzan altos grados de desarrollo

citotípico [26, 28]; mientras que las cortezas cerebelosas

provenientes de ratones de edades P0 a P5 y  cultivadas
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sin atrazina, como no han alcanzado el Período Crítico,

muestran características de inmadurez representadas por

la presencia de cuerpos de contornos irregulares, con

prolongaciones lamelares emergiendo de él y el algunos

casos, cierto grado de polarización pero con un deficiente

desarrollo dendrítico. Es a  partir del día P7 que se

evidencian completamente las características fenotípicas

de estas neuronas. En contraste, todos los cultivos

realizados con atrazina (P0 a P9) presentan altos grados

de inmadurez comparándolas con las células control, lo

que nos permite afirmar que la atrazina retrasa el

desarrollo citotípico e histotípico del tejido expuesto a su

acción.

El mecanismo de acción de la atrazina no se conoce con

certeza pero algunos autores han propuesto dos posibles

mecanismos de acción: uno donde la atrazina causa

efectos directos sobre las células inmunológicas vía

mecanismos epigenéticos y el otro mecanismo podría ser

que este herbicida actúa como un disruptor endocrino

afectando los niveles de producción hormonales alterando

la expresión genética y fenotípica de las células somáticas

y neuronales [29].

Se puede inferir que este herbicida al igual que lo hace

con la célula de Purkinje puede también tener efectos

sobre las otras células neuronales del circuito cerebeloso

local, afectando el normal desarrollo de la maduración

citoarquitectónica cerebelar y en consecuencia alterando

la funcionalidad sináptica; demostrándose así el efecto

neurotóxico del herbicida atrazina sobre el sistema

nervioso, lo cual en este caso fue posible visualizar

gracias a la utilización de un modelo experimental in

vitro, el cual permite el seguimiento de la dinámica

fenotípica neuronal, así como conocer las diferencias

morfológicas entre dos modelos de cultivo, el control y los

cultivos con atrazina.

CONCLUSIONES

En condiciones in vitro las células de Purkinje alcanzan su

desarrollo fenotípico después de 6 días de incubación

solamente cuando proceden de cerebelos de 7 días de edad

postnatal (P7), después de experimentar un lógico

desarrollo morfológico a partir de P0 y alcanzando su

máxima expresión fenotípica al día P9, lo cual permite

confirmar que el Período Crítico corresponde al día P7.

Ante la presencia de atrazina el desarrollo de la célula de

Purkinje presenta un evidente retardo, aun cuando los
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cultivos sean de corteza cerebelosa proveniente de ratones

P7, lo cual demuestra que en presencia de atrazina no se

obtienen cultivos histotípicos.

En los cultivos con atrazina se observa siempre un

desarrollo morfológico enlentecido de las células de

Purkinje, mostrando la mayoría de ellas un alto grado de

inmadurez, poniendo en evidencia el efecto de toxicidad

que puede ejercer la atrazina sobre el desarrollo de las

células neuronales, lo cual puede ser la causa o contribuir

no solo al desarrollo de enfermedades neurológicas en

personas expuestas crónicamente a este herbicida sino

también a malformaciones congénitas del sistema

nervioso [30].
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