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1. INTRODUCCION

1.1. AMITRAZ

A pesar del beneficio que suponen los plaguicidas para la sociedad, se ha visto que
muchas de estas sustancias constituyen un grave riesgo toxico para el hombre, de ahi que ha
surgido la necesidad de desarrollar compuestos que presenten accion selectiva sobr
invertebrados y, por tanto, una menor toxicidad para los mamiferos y las aves. Esto ha llevadc
al desarrollo de moléculas como el amitraz, que es un pesticida formamidina. Las formamidinas
(Figura 1), que fueron desarrolladas a finales de los afios 1950 y principios de los 1960, sor
compuestos de un amplio espectro de actividad biolégica, con efectos bactericidas y
antiprotozoarios, pasando por propiedades funguicidas, antihelminticas y herbicidas, haste
acciones insecticidas y acaricidas. Ademas también se ha visto que presentan actividade

farmacologicas (HOLLINWORTH, 1976).
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Figura 1. Estructura quimica general de las formamidinas

Las formamidinas son particularmente (tiles para combatir plagas resistentes a los
insecticidas organofosforados y carbamatos, debido a que presentan un mecanismo de accic
diferente, el cual esta relacionado con la interferencia con la funcion monoaminérgica neuronal
(HOLLINGWORTH y LUND, 1982). Las formamidinas afectan especificamente al
comportamiento y algunas veces al desarrollo de varios insectos y acaros, mientras muestra

una muy baja toxicidad aguda para vertebrados (BEEMAN, 1982; HOLLINGWORTH, 1976).



Las dos formamidinas principalmente comercializadas y de mas amplio uso son el
clodimeformo y el amitraz; efectos sobre el sistema nervioso del clodimeformo han sido
ampliamente estudiados, sin embargo poco es conocido de la funcién del amitraz sobre el SN(
de mamiferos (MOSERt al, 1987). El amitraz fue patentado por primera vez en 1971,
registrado como pesticida de grado técnico en 1975 (USEPA, 1996), y comercializado en 1981
La EPA (Environmental Protection Agency) clasifica al amitraz como clase lll, nocivo
(USEPA, 1996). Actualmente se utiliza como insecticida, acaricida y como medicamento de uso
veterinario para la prevencion y tratamiento de infestaciones por ectoparasitos. Es activo pol
contacto, siendo efectivo contra un gran nimero de insectos y acaros (HOLLINGWORTH,
1976; HOLLINGWORTH y LUND, 1982; MULLER, 1983; FARMER, y SEAWRIGHT,
1989; USEPA, 1996; BURROWS, 2000). A pesar de que el amitraz tiene una accién con cierto
caracter selectivo sobre insectos, la poca experiencia y los escasos estudios sobre toxicide
publicados ha llevado a que varios autores y Agencias internacionales muestren su preocupacic
por los posibles efectos adversos que puede tener sobre la salud del hombre (USEPA, 199¢

JMPR, 1998).

El amitraz N-metilbis (2,4-xililiminometil) amina] (Figura 2) como ya se ha indicado
pertenece al grupo de las formamidinas, las cuales se caracterizan por la presencia de un radice
fenilamidina y presenta una masa molecular de 293. Su numeroGw8Biical Abstracts
Servicg es 33089-61-1, el numero ONU es 1993. Sus principales caracteristicas fisico-quimicas
se detallan en la Tabla 1. El amitraz (grado técnico) es un sdlido cristalino de color pajizo o
color hueso y con olor ligero a amina. Es poco soluble en agua y muy soluble en solventes
organicos; estable a temperatura ambiente. El amitraz se degrada en medio &cido formando 2,4
dimetilfenilformamida (USEPA, 1996; PIERPOINT et,dl997). En la Tabla 2 se especifica la
solubilidad del amitraz en distintos tipos de solventes. En la Tabla 3 se especifican los distintos

tipos de formulaciones registradas.



Figura 2. Estructura quimica del amitraz:{B23Ns).

Tabla 1. Principales propiedades fisico-quimicas del amitraz (USEPA, 1996).

Punto de fusion 86 — 87°C
Densidad 1.128 g/mL a 20°C
Presion de vapor 3.4 x10-4 Pa a 25°C

Tabla 2. Solubilidad del amitraz en distintos disolventes (USEPA, 1996; JMPR, 1998).

Disolvente Solubilidad (g/L)
Agua <1ug/mL
Acetona 500

xileno 666

Metanol 23,8

Tabla 3. Tipos de formulaciones registradBsSEPA, 1996)

Tipos de formulacion

Formulacidn sélida inespecifica para manufacturacion: 97%

Concentrado emulsificable: 12,5% y 19,8%

Polvos humectables: 50%

Collar impregnado: 9%
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Una propiedad muy significativa de las formamidinas es su caracter basico. El amitraz es
una base débil y el intento de formacion de sales no ha sido exitoso, conduciendo a st
descomposicion. En general, se acepta que en las formamidinas la protonacion tiene lugar en «

nitrégeno iminico (HARRISON et 311973; HOLLINGWORTH, 1976).

La descomposicion en agua (hidrélisis) del amitraz ha sido estudiada con detalle. El

amitraz a continua agitacion sobre un rango de pH de 2 a 12 y a 20°C muestra el modelo d

hidrolisis mostrado en la Tabla 4 (HARRIS@Nal, 1973).

Tabla 4. Descomposicién del amitraz en agua.

pH Periodo de agitacion % Descomposicion
2 1 dia 86
4 2,5 dias 80
6 12 semanas 20
8 12 semanas 5
10 12 semanas 15
12 12 semanas 20

La descomposicion mostrada a pH neutro, aunque muy pequefa, puede sin embarge
resultar en cambios observables en la forma fisica del material s6lido almacenado durante ul
periodo de tiempo. La reaccidon de hidrdlisis tiene lugar sobre la superficie de materiales que
contienen trazas de humedad, dando como resultado la formacion de una fase superficial d
menor punto de ebullicibn y un incremento del contenido en agua. La prevencion de la
descomposicion por la presencia de trazas de agua en los materiales puede ser conseguida pol
adiccion de un agente estabilizante tal como silice gel, o paraformaldehido. En el caso de
concentrados emulsionables, la inclusion de epiclorhidrina, previene la hidrdlisis (HARRISON
et al, 1973). Los compuestos 1,3,5-triazapenta-1,4-dienos (Figura 3), como el amitraz, también
reaccionan con alcoholes (particularmente con metanol y etanol) a elevadas temperaturas

Pueden dar reacciones de hidrdlisis, alcoholisis y aminolisis (HARRE@N 1973).
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Figura 3. Estructura quimica de los 1,3,5-triazapenta-1,4-dienos.
1.2. RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

Una de las mas significativas caracteristicas de las formamidinas, es el alto grado de
especificidad para la actividad acaricida e ixodicida. Todas las moléculas son un disustituido-
fenil derivado con una combinacion de sustituyentes limitada a cloro y metilo (Figura 1).
Cuando en los compuestos 1,3,5-triazapenta-1,4-dienos (Figura 3) es reemplazado el grupo aril
terminal por un ndcleo heterociclico, o cuando las posiciones 2 y 4 presentan grupos alifaticos c
arilicos, dan lugar a compuestos bastante inactivos, o solo presentan baja actividad . Los
compuestos de mayor actividad llevan un metilo en posicién 3 de la cadena, y la sustitucion de
este por etilo, propilo, isopropilo, ciclopropil, butilo o bencilo, da lugar a una disminucién de la
actividad o incluso a la eliminacion completa de esta. La actividad de estos compuestos e
dependiente de la naturaleza de los sustituyentes en el anillo fenilico (HARRtSDN.973).

En particular, las estructuras mas activas tienden a ser las que presenta una sustituciéon 2-met
4-cloro o 2,4-dimetil en el anillo fenilico. Obviamente, hay una especificidad intrinseca para la
sustitucion en el anillo fenilico, la cual es ampliamente ilustrada en la Tabla 5. Los compuestos
monosustituidos fueron inactivos. Aunque el amitraz, 2,4-dimetil analogo (lll), es altamente
toxico tanto para garrapatas como acaros, la presencia de un grupo 3-metilo, por ejemplo, 2,
dimetil (IV) o 2,3,4-trimetil (V), anula la actividad contra acaros. Por otro lado, el 2,4,5-trimetil
derivado (VI) es efectivo sobre acaros pero no en garrapatas, aunque el 2,5-dimetil derivadc
(VII) es inactivo contra acaros. Quizas el compuesto mas sorprendente de todos es el 2-metil-4
cloro analogo (IX), el cual posee alta actividad contra la garrapata, pero no para los acaros

incluso aunque estos acaros sean altamente sensibles al mismo modelo de sustitucién en
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clodimeformo. La sustitucién por halégenos en la posicdo (XI-XIII) origina actividad

contra garrapatas pero no contra acaros (HOLLINGWORTH, 1976).

Tabla 5. Efecto sobreBoophilus microplusy sobre Tetranychus urticaede diferentes

fenilsustituyentes triazapentadienos simétricos de la familia del amitraz.

N=CH N¢&H
2
R
LCso, mg/L
Boophilus Tetranychus urticae
Compuesto R microplus (larva) (huevos/ larvas)

1l 2,4-diCHg3 3 2

\Y 2,3-diCH3 40 >1000

V 2,3,4-triCH3 30 >1000
VI 2,4,5-triCH3 >500 1,3

VIl 2,5-diCH3 - >1000
VIII 2,4,6-triCH3 85 280

IX 2-CH3,4-Cl 18 >1000

X 2-CHz,4-F 40 >1000
Xl 2-F,4-CHs; 40 500

Xl 2-Br,4-CHs; 85 >1000
Xl 2,4-diCH 3,6-Cl 85 >1000

ABO-KHATWA y HOLLINGWORTH (1973) estudiaron la variacién en la toxicidad de
un namero de formamidinas con distintas sustituciones en el anillo fenilico sobre los huevos del
gusanoAgrotis ipsilon y concluyeron que la toxicidad fue favorecida por la alta solubilidad
lipidica, la presencia de un grupo relativamente pequefio en la pgs&@mel anillo, y uno
voluminoso en la posiciéarto del anillo. Interesantemente, requerimientos bastante similares
son observados para una inhibicion de la MAO por estos mismos agentes, mientras que €
desacoplamiento mitocondrial depende solamente de la lipofilia de la molécula. EI miembro
mas toxico de la serie, otra vez fue el 2-metil-4-cloro, 2-metil-4-bromo, y 2,4-dimetil analogos.
Teniendo en cuenta los diferentes compuestos existentes de formamidinas, todavia hay ul

campo de acciéon amplio para la variacion considerable en la estructura del resto de las
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moléculas. La Tabla 6, muestra la variacion en la sensibilidad de la especie de acarc
Tetranychus urticaey de garrapataBoophilus microplusa varios N"-4-cloras-tolil
formamidinas y vemos que en la serie dialquilica (compuestos I, XIV-XVI) todos los
compuestos muestran considerable actividad, el dimetil compuesto tiene mayor actividad frente
a Tetranychus urticaeNi el dimetil (II) ni dipropil (XV) compuesto tiene alta actividad contra
Boophilus microplus pero el N-metil-N-metiltiometil andlogo (h-20013, XVI) tiene mayor
actividad contraBoophilus microplusEntre los N-monoalquil sustituyentes (compuestos XVII-
XXIIl) el metil analogo XVII, es el que tiene mayor actividad de todos los compuestos tanto
contraBoophilus micropluscomo contraTetranychus urticaeLa diferencia de potencia para
Boophilus microplugentre el compuesto 1l (clodimeformo) y XVII (su N-demetil analogo) es
extraordinariamente alta, aproximadamente 700 veces mas alta para XVII. Aunque el N-demetil
derivado (XVIl) posee mayor actividad para producir la separacién de las garrapatas del
hospedador, el clodimeformo (ll) posee mayor toxicidad directa y accién esterilizante que el N-

demetil derivado (XVII) (KNOWLES y ROULSTON, 1973).

En el amitraz, las mayores actividades contra garrapatas del ganado y acaros sor
encontradas con el N-metil compuesto y largas cadenas alquilicas también reducen o elimina ;
actividad (HOLLINGWORTH, 1976). Sin embargo, considerando la relacion estructura-
actividad de muchos de estos analogos, la activacion por conversion de una forma N,N-dialquil
a un forma N-monoalquil puede tener una influencia significativa sobre la actividad,

especialmente frente a garrapatas (HOLLINGWORTH, 1976).
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Tabla 6. Variacidn de la actividad frente a la garrafgtaphilus micropluy al acaro

Tetranychusurticaeen relaciéon con la estructura de las N"-4-cloro-o-tolil formamidinas

(ARNDT y STEINHAUSEN, 1964; STONE., et,al974).

/K
. N=CH \N
eH
Tetranychus urticaghuevos) | Boophilus microplus
(adulto)
% % mortalidad DDso”
Compuesto R R solucién. (ug/garrapata)
Il CHs CH; 0,01 100 0,65
XIV CoHs CoHs 0,05 80
XV n-CsHy n-CsH-; 0,05 85 0,90
XVI CH CH,SCH; 0,012
XVII H CH 3 0,01 100 0,0009
XVIII H C ,Hs 0,03
XIX H n-C 3H- 0,05 99 ---
XX H i-C 3H7 0,40
XXI H n-C 4Hgq 0,07
XXII H i-C 4Hg 0,05 85 0,12
XXIII H s-C 4Hg 0,05 80

®Dosis la cual causa que el 50% de garrapatas se desprendan del hospedador.

1.3. MECANISMO DE ACCION

La actividad biologica del amitraz puede ser atribuida por las siguientes acciones:

Agonista parcial del receptoa,

Inicialmente se establecio una hipoétesis sobre el papel del receptor la toxicidad

neuroendocrina de este insecticida en mamiferos, en base a las similitudes observadas ent
estos receptores y los receptores octopaminérgicos adenilato ciclasa-dependientes, los cuals
son la diana de los pesticidas formamidinicos en insectos. Esta hipétesis fue, subsecuentemen

reforzada por estudios experimentales, los cuales revelaron que el amitraz provoca similare:

efectos observados con el agonista selectivo de los receptockEsidina, como por ejemplo:

disminucién de la actividad motora, alteracion de la funcion visual, hipotension, entre otros

15




(COSTA y MURPHY, 1987; COST/Aet al, 1988; ALTOBELLI el al, 2001). Ademas la
administracion simultanea de yohimbina, antagonista del receptaevierte los efectos del
amitraz sobre la funcién cardiaca, motilidad intestinal, apertura pupilar y presion sanguinea
entre otros (HSU y KAKUK, 1984; HSU y LU, 1984; HSU y HOPPER, 1986; H&UAal,

1986).

El receptora, como adrenoceptor es una glucoproteina de membrana de unos 64kD,
cuyas cadenas polipeptidicas, presentan el dominio N-terminal en el exterior de la célula y el C-
terminal en el citoplasma, y en la membrana celular se disponen siete hélices transmembran:
En estos dominios transmembrana, se encuentran los aminoacidos especificos para la unic
agonistas-exdgenos y en las porciones intracitoplasmaticas, se encuentran los lugares d
interaccion con las proteinas G, que dan lugar a los procesos de sefializacion (MEANA y

GARCIA-SEVILLA, 1997).

Dentro de los receptore@s, hay varios subtiposiza, 02 Ooc, O2p. EXisten agonistas
selectivos de estos subtipos de receptorcomo es la clonidina y el guanabenzo y antagonistas

también selectivos como la yohimbina (MEANA y GARCIA-SEVILLA, 1997).

La respuesta molecular a la activacion del recaptose caracteriza por su asociacion a
una proteina @hibidora, que inhibe la adenilciclasa y reduce la concentracion de AMP ciclico
y por tanto, su accién es la contraria a la provocada por la activacion de los [3-adrenoceptores, :
menos en las células que posean ambos receptores. También se ha comprobado que
activacion a nivel presinaptico, provoca la apertura de diferentes tipos de canales de potasio y |
consiguiente hiperpolarizaciéon celular. En ocasiones este proceso es dependiente de calcio, pe
en otras se debe a un acoplamiento directo a la proteina G activada por el receptor (MEANA y

GARCIA-SEVILLA, 1997).
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Para demostrar la accién del recetgise han hecho estudios comparado la accion del
amitraz y otros agonistas como clonidina y xilazina en ratas o con la administracion conjunta de
amitraz y agonistas o antagonistas. Uno de los experimentos realizados fue sobre regeptores
presinapticos de sinaptosomas hipotalamicos de rata (ALTOBEtldl, 2001). En estos
experimentos, se administrdé amitraz a muestras con sinaptosomas perfundidos con KCI, que
produce despolarizacion de los terminales nerviosos y liberacion de noradrenalina (NA); y al
administrar amitraz, se vio que se reducia la despolarizacion y por tanto la liberacion de NA de
manera dosis-dependiente, y si se administraba yohimbina se vié que el efecto inhibidor del
amitraz sobre la liberacién de NA era totalmente abolido, y ademas también se observo que €
amitraz reducia el efecto inhibitorio de los agonistaslonidina y xilazina sobre la liberacion
de NA cuando se administraban conjuntamente. Existe evidencia de que el amitraz es ur

agonista parcial de recepimwys

Se demostré que el amitraz inhibe la union de clonidina a un ligando especifico para el
ap-adrenoceptor en el cerebro de ratavitro, tras la administraciom vivo de dosis de 7,5

mg/kg durante y 12,5 mg/kg de amitraz (COSTA et%888).

Inhibicién de la enzima monoamino oxidasa (MAO)

El amitraz como otras formamidinas es un inhibidor de la MAO (AZIZ y KNOWLES,
1973; BENEZET y KONWLES, 1976). En experimentosvivo ein vitro se demostro que el
amitraz era un inhibidor dosis-dependiente de ambas isoenzimas MAO-A y MAO-B, mostrando
una ligera selectividad por la MAO-B (MOSER y MACPHAIL, 1989). Esta actividad puede
explicar los efectos producidos por el amitraz sobre la funcidbn motora y comportamiento

(MOSER y MACPHAIL, 1989; FLORIO et al1993).
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Las monoamino oxidasas son flavoproteinas integradas en la membrana externa
mitocondrial de neuronas, glia y otras células que deaminan oxidativamente neurotransmisore:
y aminas xenobidticas (BLASCHKO et al., 1937). Se han identificado dos isoformas, MAO-A y
MAO-B, en funcion de la selectividad del sustrato y sensibilidad a inhibidores (JOHNSTON,
1968). En cerebro de roedor, la serotonina, dopamina y noradrenalina son preferentement
desaminadas por la MAO-A, las aminas feniletilamina y metilhistamina por la MAO-B, vy la
tiramina y octopamina por ambas isoenzimas. En cerebro humano, prevalece una similar
especificidad excepto en la dopamina que es sustrato de ambas isoenzimas. La MAO-A e:
inhibida selectivamente por clorgilina y la MAO-B por deprenilo. La distribucion en los tejidos
muestra diferencias (SAUR& al, 1992). El papel fisiologico de las isoenzimas es doble, por
una parte facilitar indirectamente la inactivacion de los neurotransmisores aminicos liberados, y
por otra actuar como barredores previniendo la acumulacién en neuronas monoaminérgicas d
varios sustratos naturales que pudieran actuar como falsos transmisores (SA&IRA992).

Ambas isoenzimas comparten un fragmento comuin en el sitio activo constituido por un
pentapéptido conectado a un grupo prostético flavina-adenina-dinucleotido (FAD). El
mecanismo de desaminacion consiste en una doble sustraccién de un protdén y de dos electron

(TRIGO y AVENDANO, 1993; ESPADA y AVENDANO, 1993).

La localizacion de los isoenzimas MAO-A y MAO-B tanto en cerebro de rata como
humano, difiere marcadamente. La MAO-A se encuentra en neuronas noradrenérgicas, y I
MAO-B se localiza en astrocitos, neuronas serotoninérgicas, neuronas histaminérgicas, y amba
isoenzimas en neuronas dopaminérgicas. La presencia de la MAO-A en neuronas
noradrenérgicas, ademas de su papel indirecto en la inactivacion de la noradrenalina liberade
podria actuar como un barredores inactivando la serotonina acumulada como un falso
neurotransmisor. El papel de la MAO-B en neuronas serotoninérgicas, podria ser prevenir la
acumulacion de varios sustratos naturales, los cuales podrian interferir con el almacenamientc

liberacion, recaptacion y funcion del receptor de serotonina. El papel de la MAO-B en los
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astrocitos podria ser dual: en la proximidad de los terminales nerviosos monoaminérgicos,
metabolizar los transmisores liberados, y a lo largo del cerebro, inactivar aminas traza que si n
se podrian acumular por recaptacién neuronal, o también actuar como un falso neurotransmiso

o desplazar el transmisor fisiologico de su almacén vesicular (SAAIRIA 1992).

Las rutas enzimaticas en las que participa la MAO en el metabolismo de los
neurotransmisores noradrenalina (NA), dopamina (DA), serotonina (5-HT) e histamina se

pueden ver en las Figura 4, 5, 6, y 7 respectivamente (MEANA y GARCIA-SEVILLA, 1997).

Los inhibidores de la MAO-A y MAO-B tienen potencial terapéutico para el tratamiento
de la depresion, Parkinson y Alzheimer. El uso de inhibidores reversibles de la MAO-A para el
tratamiento de la depresion (HAEFEILEY al, 1992) se ha impulsado con el descubrimiento de
los nuevos inhibidores de la MAO-A, moclobemida y brofaromina. Por otra parte, el potencial
uso de los inhibidores de la MAO-B para el tratamiento del Parkinson ha ganado confianza a
partir de un estudio clinico multicéntrico que muestra que la selergilina es capaz de retrasar |

necesidad de terapia con L-dopa (TETRUD y LANGSTON, 1989).
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Figura 4. Metabolismo de la noradrenalina.
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Figura 5. Metabolismo de la dopamina.
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Figura 7. Metabolismo de la histamina.
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Accion antagonista del receptor de histaming H

El amitraz, origina toxicidad en el caballo caracterizada por somnolencia y éstasis del
intestino grueso (ROBERTS y SEAWRIGHT, 1979). En algunos casos, el éstasis intestinal
conduce a colico agudo, y muerte. Sobre la base de esta sintomatologia se ha investigado lc
efectos del amitraz sobre el ileon de cobayo (PASS y SEAWRIGHT, 1982). Los resultados
indicaron que el amitraz inhibe la contraccion del intestino estimulada por agonistas
histaminicos kl pero no por agonistas colinérgicos tales como acetilcolina y metacolina. La
accion antihistaminica del amitraz puede ser relevante en casos de toxicidad gastrointestina
Somnolencia y constipacion son también efectos secundarios de muchos antihistaminicos
(DOUGLAS, 1980), asi los signos de la toxicidad del amitraz podrian ser debidos a una accion
antihistaminica del insecticida. Existe evidencia de que las contracciones estimuladas por
histamina del ileon de cobayo son debidas a la estimulacién de receptores de histamina H
(ASH y SCHILD, 1966). PASS y SEAWRIGHT (1982) concluyen en su estudio que el amitraz
inhibe la accion de los agonistas de histamin&tdileon de cobayo y que esta accién pudiera

ser relevante en el mecanismo por el que el amitraz causa éstasis intestinal en los caballos.

Inhibicion de la prostaglandina sintetasa

LUND et al. (1978) proponen que la toxicidad de pesticidas formamidinicos en
mamiferos implica colapso cardiovascular, acompafiado por depresion respiratoria lo que
origina una accion tipo-anestésica local. Estudios efectuados en ileon de cobayo aisladc
revelaron, para estos pesticidas, acciones tipo-aspirina, originando depresion de la respues
inducida eléctricamente, que fue revertida por prostaglandinapéto no por naloxona
(HOLSAPPLE et al, 1979; EHRENPREIS:t al, 1976). Estas observaciones aumentan la

posibilidad de que las formamidinas pudieran tener una accién inesperada tipo-aspirina, quizé:
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por la capacidad de interferir con la sintesis de prostaglandinasetyaM(1978) evaluaron las
actividades antipiréticas de dos formamidinas en comparacién con dos conocidos antipiréticos
inhibidores de la sintesis de prostaglandinas, indometacina y aspirina, demostrando que €
amitraz se comporta como un agente antiinflamatorio. El amitraz originé inhibicion de la
sintesis de prostaglandina. EEste resultado es de interés ya que la prostaglandina sintetasa
juega un papel importante en la reproduccion del insecto y los inhibidores de la prostaglanding
sintetasa bloquean la ovoposicion (DESTEPHANO y BRADY, 1977). De hecho se ha
observado que las formamidinas reducen la fecundidad de lepidopteros y de garrapatas de
ganado (HOLLINGWORTH, 1976). Existe correlacion entre la inhibicion de la prostaglandina

sintetasa y las acciones anestésicas locales de las formamidinas.

1.4. FISIOPATOLOGIA Y CUADRO CLINICO

Fisiopatologia de la intoxicacion

Los efectos del amitraz se pueden explicar en funcién de su mecanismo de accion:

* En el SNC, por su accién presinaptica, disminuye la liberacion de NA, lo cual puede
derivar en multiples acciones depresoras actuando sobre la vigilia, actividad mental y
psiquismo, produciendo letargia, somnolencia, sedacion y analgesia, la cual, potencia el
efecto depresor de analgésicos centrales como morfina, o de anestésicos intrarraquidec

(FLOREZ y PAZOS, 1997; BONSALL y TURNBULL, 1983).

* En el sistema cardiovascular, por su accién central agonista receptompdesinaptico
disminuye la liberacion de NA y DA y reduce el tono simpatico; esto hace que el amitraz
produzca hipotension y bradicardia, en tratamientos de larga duracion; aunque el amitraz

a dosis elevadas puede producir vasoconstriccion por estimulacion adrenérgica en el
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propio musculo liso vascular y por lo tanto, también puede originar hipertension y

taquicardia. Por la accidn vasoconstrictora periférica produce la palidez de mucosas. La
bradicardia inicialmente es debida a la activacibn de varios baroreceptores vy
posteriormente a la activacion de adrenoceptores en el SNC (FLOREZ y PAZOS,

1997; KENNEL et al, 1996; JONES, 1990).

El amitraz produce midriasis que puede ser debida a la activacion de receptores

presinapticos del iris (HSU y KAKUK 1984; ANDRADE y SAKATE, 2003).

El amitraz produce hipotermia por su accion central sobre el reaeptomivel del
centro termorregulador del hipotdlamo, y también por inhibicion de la sintesis de

prostaglandina EYIM et al, 1978).

El éstasis gastrico e intestinal producido por amitraz parece ser producido por su accion
sobre el receptan, a nivel del estomago y el ileon, inhibiendo su contraccion (EiSU

al., 1997). También puede ser debido a la accion del amitraz como antagonista del
receptor de histamina jH produciendo éstasis intestinal, pero este efecto se debe
principalmente por su accién sobre el receptomorque se ha visto que este efecto es
revertido por yohimbina que es un antagonista de recepiquero solo es revertido
parcialmente por 2-piridiletilamina, que es un agonista de recept®ASS y MOGG,

1991).

La hiperglicemia observada por amitraz puede ser debida a que el amitraz a nivel del
pancreas, actla sobre receptoes,p de célulasf-pancreaticas, disminuyendo la
secrecion de insulina y aumentando la secreciéon de glucagon (ABU-BA&H 1999).

Para determinar el efecto sobre la concentracion de glucosa y insulina en plasma er
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perros, se hizo un experimento en el que se aplico 3,78 L (conteniendo 2,1 g) de amitraz
a 5 perros, y 4 h después se administré intravenosamente glucosa (0,6 g/kg p.c.)
viéndose gue el habitual incremento de la concentracion plasmatica de insulina que sigue
a la administracion de glucosa fue suprimido, por tanto se suprime por amitraz al menos

parcialmente la liberacion de insulina (HSU et al., 1986).

A nivel sanguineo, el amitraz produce agregacion plaguetaria por su accién agonista
sobre receptores, de plaguetas, y por la inhibicién de la sintesis de prostaglangina E
(la prostaglandina Edisminuye la agregacion plaquetaria) (MEANA y GARCIA-

SEVILLA 1997; YIM et al, 1978).

El amitraz parece comportarse como un disrruptor endocrino, alterando la funcion
reproductora (el amitraz en ratas disminuye el nimero de crias en la camada). Actla
sobre el recepton, a nivel de la sinapsis adrenérgica en hipotalamo, que controla la
secrecion de numerosas hormonas hipofisarias, y suprime la secrecion de la hormone
luteinica (LH) y de la hormona foliculoestimulante (FSH), las cuales son indispensables
para la maduracion de los oocitos y del foliculo, asi como de la secrecion de
progestagenos y estrogenos en hembras, y en machos en la produccion de
espermatozoides y la secrecion de testosterona. La secrecidon de estas dos hormonas, e:
mediada por la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), cuya secrecion es
inhibida por la accion agonista sobre el receptodel amitraz y por tanto, se produce la
supresion de las dos hormonas anteriormente citadas. Ademas, sobre la secrecién de Iz
hormonas LH y FSH, va a actuar la insulina aumentando la sensibilidad a la hormona
GnRH y como el amitraz disminuye la secrecién de insulina, también disminuye la

sensibilidad a esta hormona, lo cual, se suma al efecto supresor de la secrecion de las dc
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hormonas FSH y LH (ALTOBELLEt al, 2001; AL-THANI et al, 2003; YOUNGet

al., 2005).

La poliuria observada por amitraz se produce probablemente por un aumento de glucos:
en sangre. También podria ser por inhibicién de la hormona antidiurética (ANDRADE y

SAKATE, 2003).

El amitraz induce el vomito posiblemente por estimulacién de centro del vomito cerca
del ndcleo vagal del area postrema via receptadrenérgico de manera similar a como
ocurre con la xilacina (potente emético por estimulacion del receptairenérgico en

el centro del vomito) (ANDRADE y SAKATE, 2003).

El amitraz presenta efectos anestésicos locales, por accién sobre el raggpimor
inhibicién de la sintesis de prostaglandingd @UEIROZ-NETOet al., 1994; YIM et al

1978).

Los efectos del amitraz sobre la funcibn motora no esta claro si se deben a la accion
sobre el receptom,, 0 por el contrario se deben a la accion de inhibicion de la MAO.
Segun MOSER y MCPHAIL, (1989), los efectos sobre la funcion motora comienzan a
dosis de amitraz inferiores a 100 mg/kg, y la inhibicion de la MAO se produdidaia
superiores a 100 mg/kg en ensayos in vivo e in vitro. Sin embargo, FLORIO et al. (1993)
sefialan que los efectos del amitraz sobre la funcion motora se deben principalmente a I
inhibicién de la MAO, que incrementa los niveles de catecolaminas; ademas su efecto
sobre la funcibn motora no pode ser revertido por yohimbina en casos de dosis de 100

mg/kg. Dado que se han observado efectos motores por amitraz a dosis inferiores a 10(
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mg/kg seria necesario determinar si los niveles de catecolaminas también aumentan &

dosis inferiores a 100 mg/kg.

El amitraz produce una disminucién de la ingesta de alimentos, efecto que puede sel
debido por una parte a los estimulos vagales que se producen por la distensiéon de la
paredes del tracto digestivo durante el éstasis gastrico e intestinal, y a un aumento en lo

niveles de catecolaminas por inhibicién de la MAO (FLOREZ y PAZOS, 1997).

El amitraz produce efectos en el comportamiento tales como agresividad,
hipereactividad que podrian ser debidos a un aumento de los niveles de las
catecolaminas como serotonina o dopamina, por inhibicion de la MAO (MEANA vy

GARCIA-SEVILLA, 1997).

Cuadro clinico de la intoxicacion

Los signos generales de la intoxicacion con amitraz son (HUGBIE®I., 1996;

YILMAZ y YILDAS, 2003; KALYONCU et al, 2002; BONSALL y TURNBULL, 1983; YIM

et al, 1978; SHIN y HSU, 1994; KENNE&t al.,1996; JONES, 1990; PASS y SEAWRIGHT,

1982; PASS y MOGG, 1991; FLORI& al, 1993; AL-THANI et al, 2003; JOREN:t al,

1. Depresién profunda del SNC (desorientacién, perdida de conciencia, coma, y convulsiones).

2. Alteracién del comportamiento (hiperreactividad, agresividad).

3. Disminucién de la ingesta.

4. Pérdida de reflejos, ataxia, incoordinacion, tambaleamiento.

5. Miosis a bajas dosis y a altas dosis midriasis.
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6. Depresion respiratoria.
7. Bradicardia.
8. Hipotensidén o hipertension a dosis altas.

9. Alteraciones hematoldgicas (agregacion plaquetaria, metahemoglobinemia y
hemoconcentracion).

10. Hipotermia.

11. Hiperglicemia y disminucion de los niveles de insulina.

12. Palidez de las membranas mucosasles

13. Poliuria.

14. Vomitos.

15. Descenso de la motilidad intestinal y distension abdominal.
16. Efecto antinociceptivo.

17. Alteracion de la fertilidad y efectos sobre el desarrollo.

1.5. ESPECTRO DE ACCION Y USOS

Las formamidinas exhiben alta actividad acaricida. Los acaros, en particular las
garrapatas, en el campo de la veterinaria, y los acaros en general en el campo de la horticultur.
son la causa de las mayores perdidas econdmicas en la mayor parte del mundo. El problema d
control de los acaros es agravado por una amplia resistencia a muchos tipos de plaguicida

disponibles (HARRISON et al., 1973).

Las garrapatas son el ectoparasito mas importante del ganado, y se estima que el 80% c
la poblacion mundial de ganado bovino esta expuesta al riesgo de ser infectada. En las zonas d
mundo de mayor produccién de ganado, tales como Sudamérica y Sudafrica y Australia, la
garrapatdBoophilus microplugs la que se presenta en mayor parte. Las garrapatas son voraces

chupadores de sangre y en muchos casos pueden debilitar a sus hospedadores. Ademas, el

29



pueden transmitir enfermedades protozoarias del ganado. Una garrapata adulta liberada sobre
pasto, puede producir mas de 2000 huevos (los cuales pueden madurar a adultos en tre
semanas) asegurando la expansién de la infestacion. El Unico método efectivo de control es ¢
tratamiento del ganado afectado con el plaguicida aplicandolo en forma de champu para el bafic

o bien por aplicacion cutanea en forma de polvo (HARRISO&., 1973).

Los acaros fitofagos estan entre las mas importantes pestes agricolas en todas las part
del mundo, especialmente en aquellos lugares donde se concentra la produccion de frutas
vegetales. Aunque son conocidos desde hace siglos, es a partir de la Segunda Guerra Mundi:
cuando los acaros se convirtieron en el mayor problema de los cultivos por originar una lesion
directa sobre la superficie protectora de las hojas y también dentro de la lamina (HARRISON
al., 1973). Los acaricidas que han llegado a ser de uso comun incluyen (HARRtSQN
1973):

a) Para el control de las garrapatas del ganado:
- compuestos arsenicales (arsenito sodico)
- compuestos organoclorados
- compuestos organofosforados (clorpirifos, coumafos, diazinon)
- carbamatos (carbaril)

b) Para el control de acaros fitofagos:

arilos con puente sulfuro (clorobenzida, tatradifon, tetrazul)
- compuestos organoclorados

- compuestos organfosforados

- carbamatos

- amidinas (clorodimeformo, formentanato)

- derivados del dinitropentol (binapacril, dinobuton, DNOC)

- otros ( cihexatin, propargite, quinometionato)
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Como se puede ver un amplio rango de compuestos de diferentes estructuras quimica
han sido usadas para el control de acaros. Las resistencias de 4caros a sustancias quimicas
han desarrollado con rapidez y se han identificado casos de resistencia a diversas sustancias,

que ha llevado a la introduccién del uso del amitraz (HARRISON et al., 1973).

El amitraz es un insecticida/acaricida usado para controRs\lda pyri garrapatas del
ganado y del perro, piojos, y acaros de la sarna (HOLLINWORTH, 1976; DUGLQ@SE
1994; ESTRADA-PENA y ASCHER, 1999; ESTRADA-PENA y REME, 2005). En la practica
agricola, el grupo diana del amitraz serian los &caros fit6fagos, y en la practica ganadera la
garrapatas. Ademas, el amitraz presenta también actividad en un grupo de insectos d
importancia econdémica, tal como los Lepidopteros y algunos Hemipteros (WEIGHT&IN

1973).

La toxicidad del amitraz para la mayoria de los otros insectos es bastante baja, y en
general, insectos beneficiosos como los predadores, parasitos, y polinizadores no sor
severamente afectados bajo condiciones normales de uso (LINGRENLI72; JOHANSEN,

1972; WEIGHTON et al, 1973). Asi las arafias predadoras parecen ser relativamente
insensibles, aunque los acaros predadores son claramente sensibles (WESEGARID72;

CROFT y McGROARTY, 1973).

El amitraz también presenta toxicidad a los vertebrados. El valor de;dq96h) para

peces esta en un rango de 1 aldingl), para aves (codornices y patos) presentarDiiggde

100 g/g en la dieta, y los mamiferos son mas resist¢HOELINGWORTH, 1976).
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Se ha estudiado la actividad del amitraz frente a un amplio rango de especies de acaros
insectos (HARRISONet al, 1973). El amitraz es activo sobre acaros como la arafia roja
(Tetranychus urticge afidos, y contra la cochinilla roja australian@ofidiella auranti);
también es activo frente a la arafia roja euroPeadnychus ulni ElI amitraz posee actividad
por contacto, pero no tiene actividad sistémica, aunque si alguna actividad translaminar

(HOLLINGWORTH, 1976).

El amitraz ha sido evaluado para el control del acaro arafia roja y especies relacionada:
en mas de treinta paises, cubriendo también un amplio rango de resistencias a acaricida:
cultivos y condiciones climaticas. Los resultados indican que con la aplicacion de amitraz 0,02-
0,04% sobrePanonychusspp el control ha sido mejor o comparable al de otros acaricidas
disponibles. A diferencia del Tetranychus spg@honychus spp esta confinado principalmente

a cultivos de fruta (HARRISON et.all973).

Amitraz también ha tenido una excelente eficacia para el contibétdenychuspp en
peras, ciruelas, pepinos, tomates, judias, pimientos, vides y ornamentales (HARRISON
1973). También el amitraz es activo frente al acaro amarillo de las \Eaéstranychus
carpini), a los 4caros de la herrumbEgipphidae de las manzanas y citricos, a los acaros de la
zarzamoraKriophyes essijiy a los acaros de las fres&gneotarsonemus latU$JARRISON

et al, 1973).

El amitraz es formulado en forma de polvos humectantes y concentrados emulsionables
para su uso en frutas, concentrados solubles y soluciones para uso en algodonales y aerosole:
collares impregnados para su uso en animales. También se ha registrado una formulacién d
concentrado emulsionable para el tratamiento dérmico del ganado vacuno y porcino. El amitraz
es aplicado como un aerosol concentrado sobre peras, por fumigacion sobre algodonales,

como un aerosol humedo o de baja presibn manual sobre cerdos, ganado vacuno, y ganac
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lechero vacuno (USEPA, 1996). Los collares impregnados se usan para el control de garrapate
en perros (HUGNEEt al, 2001; MEDLEAU y WILLESEMSE, 1995a,b; KWOCHKAt al.,
1985; PARADIS, 1999; SHIPSTONE, 2000). También existen productos con amitraz para uso

domestico.

1.6. TOXICOCINETICA Y METABOLISMO

El amitraz se metaboliza ampliamente en mamiferos y en plantas (LEWIS, 1971;
CAMPBELL y NEEDHAM, 1984a,b; CHALLIS, 1990; HORNISH y NAPPIER, 1983;
PHILLIPS et al, 1987). Se han realizado estudios sobre el metabolismo del amitraz en varias
especies, incluyendo humanos, babuinos, perros, ratas, y ratones. En todas las especies,
amitraz fue rapidamente metabolizado, tras la administracion oral, formandose al menos seis
metabolitos, entre los cuales estan el N'-(2,4-dimetilfenil)-N-metil formamidina (BTS-27271),
2,4-dimetilfenil formamida (BTS-27919) y el 2,4-dimetilanilina (BTS-24868) (Figura 8). El
principal metabolito del amitraz es la N’-(2,4-dimetilfenil)-N-metilformamidina (BTS27271)
que es mas activo y toxico que el propio amitraz (KNOWLES y BENEZET, 1981; PASS y
MOGG, 1995). ElI metabolito 2,4-dimetilanilina (BTS-24868), tiene actividad
metahemoglobinizante en perros y presumiblemente en el hombre (JONES, 1990). La excrecior
de los metabolitos tiene lugar principalmente en orina durante 48 h (62%-82% en todas las
especies) y en menor extension en heces (9-39%), sin observarse el compuesto padre en orir
La proporcion de varios metabolitos recuperados de la orina, fue similar en todas las especies
Los mayores niveles de residuos de amitraz en tejidos, en animales, fueron encontrados desc
los 3 a 4 dias en el higado, bilis, rifidn, glandulas adrenales, y areas pigmentadas de l0s 0jc
(CAMPBELL y NEEDHAM, 1984a,b). Las principales vias metabodlicas del amitraz en

animales se resumen en la Figura 8 (KNOWLES y BENEZET, 1981; JMPR, 1998).
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Figura 8. Metabolismo del amitraz en animales y en plantas

Con respecto a la toxicocinetica del amitraz, unicamente se han realizado 2 estudios en €
perro, pony y oveja (HUGNEEt al, 1996; PASS y MOGG, 1995). En los perros se ha
observado que el amitraz se absorbe rapidamente por via oral presentandose el comienzo de |
signos toxicos aproximadamente una hora después de la ingesta, y con concentracione

plasmaticas de alrededor de 5 mg/mL.
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El rango de concentraciones plasmaticas téxicas es aproximadamente entre 5 y 2E
mg/ml. Presenta una semivida plasmatica de eliminacion prolongada, de aproximadamente 2:
horas, la cual no es modificada por la administracion de los antagonistas atipamezol y
yohimbina (HUGNETet al,, 1996). En el estudio cinético realizado por HUGNE@l., (1996)
en seis perros a los que se les administré una dosis de 100 mg/kg p.c. por via oral, se obtuvierc

los valores de los parametros cinéticos del amitraz en el perro, que se reflejan en la Tabla 7.

Tabla 7. Farmacocinética del amitraz tras dosis unica oral de 100 mg/kg p.c. en perros.

Variable Valor Medio Desviacion Estandar
AUC 4.48h (mahil) 265,3 12,3
AUMC o.48n(mah) 43732 145,6
Tews ) 23,4 2,3
K eliminacin (') 0,029 0,003
T max(h) 5 0,7
C max(mg/mL) 2017 2:3
AUC 0-48h (mg /h/ L) = é&rea bajo la curva desde 0 a 48 horas después de la administracién K eliminacién (1/h) = constante de eliminacion
AUMC 0-48h (mg/h/L) = éarea bajo la curva media desde 0 a 48 horas después de la administregicimax (mg/mL) = concentracién plasmatica maxima
Tmax(h) = tiempo en alcanzar la concentracién plasmatica maxima il/-ﬁ(h) = semivida plasmatica de eliminacién

Por otra parte, PASS y MOGG (1995) administraron amitraz y su metabolito activo
BTS-27271 via intravenosa a ponis y ovejas en dosis equimoleculares de 1 mg/kg p.c. y 0,6¢
mg/kg p.c., respectivamente. El amitraz no fue detectado en el plasma de la oveja después de
minutos de la administracién, pero persistié en el plasma de pony hasta al menos 90 minutos
Dada la rapida eliminacion plasmatica del amitraz en ovejas, solo se determiné los parametro:
farmacocinéticos del metabolito BTS-27271. Para los ponis, debido a la mayor persistencia del
amitraz en plasma, se determinaron sus parametros farmacocinéticos, y también se determinarc
los de su metabolito BTS-27271. Los valores de los pardmetros farmacocinéticos obtenidos el

este estudio, se reflejan en la Tabla 8.
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Tabla 8. Pardmetros farmacocinéticos del amitraz y BTS-27271 en ponis y ovejas tras

administracion intravenosa a dosis de 1 y 0,68 mg/kg, respectivamente.

Parametros Ponis Ovejas
Amitraz BTS-27271 BTS-27271

A (ng/mL) 6646 = 841 486 + 52 638+ 75
B (ng/mL) 190 + 94 210 + 50 102 + 21
o (min®) 0,39 £0,10 0,147 +0,01 0,160 + 0,014
B (minT) 0,022 +0,008 0,013 +0,01 0,015 + 0,003
t1/2, (MiN) 1,98 (0,89-3,31) 5,89 (2,02-11,9) 4,39 (3,20-4,96)
t1/2p(min) 39,4 (13,0-85,3) 55,1 (41,5-72,8) 50,8 (28,9-92,9)

AUC (ng/min/mL)

26519 (18820-43761)

26519 (15452-25291)

11138 (7497-14681)

Vd(area)( L/kg)

2,14 (0,78-2,92)

2,14 (1,61-4,54)

4,80 (2,80-6,98)

Cl p, (mL/min/kg)

37,7 (22,9-53,1)

37,7 (26,9-44,0)

61,1 (46,3-90,7)

C,°(ng/mL) 6650 (4728-9792) 6650 (452-970) 726 (614-1036)

V. (mL/kg) 150 (102-212) 1013 (701-1505) 937 (656-1107)

MRT (min) 18,4 (9,6-37,3) 62,9 (52-89,9) 48,9 (29,2-94,9)

Ko (minT) 0,086 (0,039-0,253) 0,043 (0,011-0,173) 0,071 (0,050-0,097)
Ko1 (min'Y) 0,024 (0,011-0,085) 0,040 (0,018-0,149) 0,033 (0,022-0,072)
Ke (Min?) 0,251 (0,154-0,520) 0,037 (0,029-0,050) 0,065 (0,050-0,084)

Valor medio £ ESM (n=5); En paréntesis se refiere al rango.

1.7. TOXICIDAD EN MAMIFEROS

Toxicidad aguda

Se ha estudiado la R4.del amitraz por via inhalatoria, dérmica y oral. En la Tabla 9 se indican
los valores de Dig para el amitraz (PATTON y SUTTON, 1971; SHAW, 1971, 1973a;
SUTTON y WILLIAMS, 1972; PATTON, 1973; BERCZ¥t al, 1972, 1973) obtenidos de
informes remitidos a la EPA (USEPA, 1996) y a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

(JMPR, 1998).
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Tabla 9. Toxicidad aguda del amitraz.

ESPECIE VIA DL s0(mg/kg) o CLso (mg/m®° aire)
Ratén Oral >1600
Ratas Oral 600

Rata Dérmica >1600
Rata Inhalatoria (6h) 65 mg/t
Rata Intraperitoneal 800
Cobaya Oral 400-800
Perro Oral 100
Conejo Oral 100
Conejo Dérmica 200
Babuino Oral 100-250

El amitraz no produce sensibilizacion potencial e@bayos que reciben via oral 500 mg
de amitraz, grado técnico, pureza 99%, (CLOUZEAU, 1992) y no se ha encontrado irritacion
local después de una Unica aplicacién de amitraz (0,5 g de amitraz, grado técnico, en 0jos 0 pie
en conejos) (LIGGETT y SMITH, 1987). Sin embrago hubo evidencias de hipersensibilidad
retardada por contacto después de la aplicacion de amitraz a dosis de 15-30 % v/v, amitra

grado técnico, tanto topica como intra-dérmicamente (KYNOCH y PARCELL, 1988).

Los valores de Dy o CLsg de los metabolitos de amitraz obtenidos en estudios

confidenciales remitidos a la OMS (JMPR, 1998) se indican en la Tabla 10.

Tabla 10. Toxicidad aguda de los metabolitos del amitraz

ESPECIE VIA DLy oCLsgo (mg/ kg de REFERENCIA
peso o mg/m aire)
N’-(2,4-dimetilfenil)-N-metil formamidina (BTS-27271)

Raton Oral 150 SUTTON (1970a)

Rata Oral 200 SUTTON (1970b)

Perro Oral >20 MORGAN &
WILLIAMS (1974)

acido 4-Amino-metatoluoico

Raton Oral >1600 SHAW & WILLIAMS
(1973a)

Rata Oral >1600 SHAW & WILLIAMS
(1973b)

2,4-Dimetilfenil formamida (BTS-27919)
Rata | Oral | 1600 | SHAW (1973b)
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Toxicidad subcrénica y cronica

En la Tabla 11 se resume la toxicidad subcrénica y cronica del amitraz, datos recogidos
de informes enviados a la EPA (USEPA, 1996) y la OMS (JMPR, 1998); se indica, cuando

procede, los valores de nivel sin efecto adverso observable (NOAEL) y los valores del nivel

minimo de efecto adverso observable (LOAEL).

Tabla 11. Toxicidad subcronica y crénica del amitraz.

Ensayos Resultados Referencia
Duracion:
13 semanas Dieta conteniendo 0; 100; 2QWNOAEL: 100 ppm (17 mg/kg
Ratones: 400; 600; y 800 ppm p.c./dia), basandose en:
B6C3R (equivalente a 0; 13; 26; 53; 96} (@) ganancia de peso corporal |en
Grupos de 20 ratone410 mg/kg p.c./dia en machos | hembras COLLEY etal
macho y 20 ratong®; 17; 35; 68; 110; 6 150 mg/l LOAEL: 400 ppm (53 mg/kg(1981)
hembra p.c./dia en hembras) p.c./dia), basandose en:
Amitraz grado técnicp comportamiento agresivo y lesiones
(pureza, 98,3%) cutaneas en machos
Duracion:
13 semanas Administracién oral porNOAEL: 3 mg/kg p.c./dia
Ratas: intubacién gastrica de u
Wistar suspension de amitraz en | LOAEL: 12 mg/kg p.c./dia basandase
Grupos de 21 ratasoluciéon de celulosa al 0,4%|en:
macho y 21 ratagdosis de 0; 3; 12 mg/kg p.c. /dia.(]) ganancia de peso corporal (8%) SUTTON vy
hembra Se abandonaron las dosis de §(|) peso absoluto (8%) y relatiyWILLIAMS
Amitraz grado técnicq 200 mg/kg p.c/dia al cabo de (%) del higado (1971)
(pureza, no dias a causa de wuna fuerte
especificada) reduccion de peso ytaraciones

del comportamiento en |a

primera, y por debilitacién |e

irritabilidad en la segunda

(}) disminucién; ) aumento.
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Tabla 11 (-continuacion-). Toxicidad subcronica y crénica del amitraz.

técnico (pureza, si

(}) temperatura corporal.

Ensayos Resultados Referencia
Duracion:
13 semanas Administracion oral: NOAEL: 0,25 mg/kg p.c./dia
Perros: capsulas de gelatina,
Beagle dosis de 0; 0,25; 1; y|4OAEL: 1 mg/kg p.c./dia, basandose en:
Grupos de 2 perrgsng/kg p.c./dia (1) del tamafio de los hepatocitos| e
macho y 2 perros hiperplasia de la zona glomerulosa de| RATON y
hembra glandulas adrenales WILLIAMNS
Amitraz graddg depresién del SNC (1971)

Grupos de 4 perrqQ
macho y 4 perro
hembra

Amitraz grado
técnico (pureza,

sin especificar)

sng/kg p.c./dia

]

especificar) (}) frecuencia cardiaca.
(1) glucosa y neutrofilia
Duracion:
2 afos Administracién oral: NOAEL: 0,25 mg/kg p.c./dia
Perros: capsulas de gelatina,
Beagle dosis de 0; 0,1; 0,25; y|1LOAEL: 1 mg/kg p.c./dia, basandose en:

(1) glucosa en sangre
depresién del SNC

(}) temperatura corporal

MORGAN et al
(1973)

Duracion:

3 semanas
Conejos:

Nueva Zelanda
Grupos de 4-8
conejos machos y
4-8 conejos
hembras

Amitraz grado
técnico (pureza, si

especificar)

Aplicacion sobre la pig
de amitraz disueltoen
acetona a dosis de O; 4
y 200 mg/kg p.c./dig
cada dosis fue aplica
6h al dia durante los 1

dias

INOAEL: < 50 mg/kg p.c./dia

5QOAEL: 50 mg/kg p.c./dia en mach
1 pasandose en:

daignos de toxicidad dérmica

»$edacion

(}) ganancia de peso corporal.

0S

SUTTON (1973a

En la Tabla 12 se resume la toxicidad subcrénica y crénica de los metabolitos del amitraz

obtenidos de informes enviados a la EPA (USEPA, 1996) y la OMS (JMPR, 1998).
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Tabla 12. Toxicidad subcronica y crénica de los metabolitos del amitraz.

Ensayos Resultados Referencia
Duracion:
13 semanas Dosis orales por NOAEL: 1 mg/kg p.c./dia
Ratas: intubacién gastrica de
Wistar 0;0,25;1;3;y12 LOAEL: 3 mg/kg p.c./dia, basandose en:
Grupos de 10 ratas macho y| mg/kg p.c./dia (1) del peso de los Organos: glandyl&&AW y
10 ratas hembra destetadas adrenales, ovarios, Uutero e higado | WALLIAMS
N’(2,4-dimeteilfenil)-N-metil hembras, y bazo y testiculos en machos | (1975)

formamidina (BTS-27271)
grado técnico

(pureza, sin especificar)

(]) ganancia de peso corporal

Duracion:

21 dias

Ratas :

Wistar

Grupos de 5 ratas macho y
5 ratas hembra

acido 4-amino-meta-toluoico
grado técnico (pureza, sin

especificar)

Dosis orales por
intubacién gastrica de
0; 40; 100; y 250
mg/kg p.c./dia

NOAEL: 100 mg/kg p.c./dia

LOAEL: 250 mg/kg p.c./dia, basandose en:

(1) peso del bazo en hembras
(1) ganancia de peso y de la concentra

de urea en sangre en machos

>

CBHAW (1975)

Duracion:
13 semanas
Perros:
Beagle
Grupos de 4 perros macho Y
4 perros hembra
N’(2,4-dimeteilfenil)-N-metil
formamidina (BTS-27271)
grado técnico (pureza, sin

especificar)

Administracion oral:
N’(2,4-dimeteilfenil)-
N-metil formamidina
(BTS-27271) en
solucién de lactosa al
1% con dosis de 0;
0,1; 0,25; y 1 mg/kg
p.c./dia

NOAEL: 0,1 mg/kg p.c./dia

LOAEL: 0,25 mg/kg p.c./dia, basandose ¢
depresion del SNC

(]) temperatura corporal

CHESTERMAN

et al (1973)

Duracion:
13 semanas
Perros:
Beagle
Grupos de 4 perros macho Y
4 perros hembra

acido 4-aminanetatoluoico
grado técnico (pureza, sin

especificar)

Administracion oral:
capsulas de gelatina,
dosis de 0; 16; 40; y
100 mg/kg p.c./dia

A la dosis de 100 mg/kg se encontrd
aumento de la excrecion urinaria
metabolitos reducidos. No se observa
efectos sobre el comportamiento, frecue

cardiaca, electrocardiograma, tempera

corporal, peso corporal, consumo
alimentos, bioquimica  sanguinea
hematocrito, peso de los dérganos,

un
de

ron

ncia
IWEORGAN et al

q2974)

y
0

apariencia de alteracion histopatol6gica
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Toxicidad a largo plazo y carcinogenicidad

En la Tabla 13 se resume la toxicidad a largo plazo incluida la carcinogénesis del amitraz

de datos recogidos de estudios remitidos a la EPA (USEPA, 1996) y a la OMS (JMPR, 1998).

Tabla 13. Toxicidad a largo plazo incluida la carcinogénesis del amitraz.

Resultados

Referencia

Dieta conteniend
0; 25; 100; y 40

ppm (equivalent

Ensayos
Duracion:
80 semanas
Ratones:
CFLP
Grupos de 50 ratong

macho y 50 ratones hemb

Amitraz  grado técnic

(pureza, no especificada)

e 0; 3,75; 15,y 6
rang/kg p.c./dia)
D

OEl amitraz produjo un aumento de la incidencis
Dde tumores linforeticulares en hembras a la dd
de 60 mg/kg p.c./dia; NOAEL para
Dcarcinogenicidad: 15 mg/kg p.c./dia
NOAEL sistémico: 3,75 mg/kg p.c./dia

Sis

BURNETT et al
(1976);
KAKUK (1979)

Duracion:

2 afios Dieta conteniendpEl amitraz aument6 la incidencia de tumdres

Ratas: 0; 25; 100; y 400 | hepatocelulares en hembras a la dosis d¢ 50

B6C3R ppm (equivalentesmg/kg p.c./dia; NOAEL para carcinogenicidad:

Grupos de 75 ratas a0; 2,3;9,6;y45 11 mg/kg p.c./dia. COLLEY et al.

macho y 75 ratas mg/kg p.c./dia en| NOAEL sistémico: 2,3 mg/kg p.c./ dia basandd4€83)

hembra, ambos de 33 diasmachos y a 0; 2,6;en:

de edad 11; y 50 mg/kg | Hiperqueratosis en el estbmago

Amitraz grado técnico p.c./dia en Hematopoyesis en el bazo

(pureza, 97,9%) hembras) Alteraciones del higado (nodulos, fogos
telangiectasicos y basofilicos)

Duracion:

2 afios Dieta conteniendpNo se observo en el estudio efectos | de

Ratas: 0; 15; 50; y 200 | carcinogenicidad.

Wistar ppm (equivalente| NOAEL sistémico: 0,97 mg/kg p.c./dia gen

Grupos de 12 ratones a0;0,77;2,5;y |hembrasy 0,77 mg/kg p.c./dia en machos

macho y 12 ratones hembfa0 mg/kg p.c./dia SUTTON y

Amitraz grado técnico
(pureza, 97,8%)

en machos y a 0;
0,97;3,1;y 13
mg/kg p.c./dia en

hembras)

LOAEL sistémico: 3,1 mg/kg p.c./dia en hembr

al

y 2,5 mg/kg p.c./dia en machos, basandos
signos o comportamiento agresivo

(1) ganancia de peso

aFFER (1973)

en
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El amitraz fue clasificado por la EPA en 1990 como un carcinégeno del grupo C “posible
carcinégeno en el hombre”, basandose en el descubrimiento combinado de adenoma
hepatocelulares y carcinomas en hembra de raton B6EBRA, 1996). Se calculé que el
méaximo de potencial carcindgeno para el amitrag (Qantificado por medio del modelo de
riesgo de cancer) estaba en 5%t0g/kg/dia)t (USEPA, 1996). Posteriormente, el Comité de
Revision de la Evaluacion de Riesgo de Cancer (CARC) de la EPA (USEPA, 1996) recomendd
que se clasificara al amitraz como “Posible Evidencia de Carninogenicidad”, por las razones

descritas a continuacion:

No hay respuesta tumoral en rata (estudio aceptable con dosis adecuadas).

» La Unica respuesta tumoral en el raton se encontrd con la mayor dosis evaluada (400ppm).

» La respuesta tumoral encontrada en el ratén fue en el higado y pulmén, los cuales sor
tumores espontaneos comunes en el raton.

« El amitraz no es mutagénico, aunque forma un metabolito el 2,4-dimetilanilina (BTS-24868)
con efecto mutagénico in vitro

» El amitraz es estructuralmente similar al clodimeformo, otro pesticida formamidinico, del

cual se ha descrito que es carcinogénico en ratones (origina hemangio endoteliomas en rat:

macho y hembra).

La clasificacion adoptada actualmente es la sugerida por el CARC, quedando clasificadc

por tanto como una “Posible Evidencia de Carninogenicidad” (USEPA, 2006).

Genotoxicidad

La Tabla 14 resume la genotoxicidad del amitraz, datos recogidos de estudios
(EVEREST y WILCOX, 1976; McGREGOR y PRINTICE, 1983; BROOKERal, 1988;
McGREGOR y RIACH, 1983a,b; PETZOLE al, 1977; EVEREST, 1976; WILCOX, 1976;
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PALMER y JAMES, 1977a,b) remitidos a la EPA (USEPA, 1996) y a la OMS (JMPR, 1998).

Los resultados de la Tabla 14 indican que el amitraz no es mutagénicintaivo comoin

vitro.

Tabla 14. Ensayos de genotoxicidad con amitraz.

Puntos finales Tipo de ensayo Concentracion o dosis Pu_reza del Resultados
amitraz (%)
Mutacion S. typhimurium TA
1535, TA 1537, TA 31-500ug/ placa 99,4 Negativo
reversa
1558
L, S. typhimurium TA
Mrgf/ae‘i'sf’; 98,TA 100, TA 1535| & 33'1%%%'033‘7" }sgs’ 3300, 984 Negativo
TA1537, TA 1538 Ho'p
Aberracion . . 0, 5,10, 2Qug/mL -S9 .
e cromosémica Linfocitos humanos 0.3, 5, 3ug/mL +S9 99,5 Negativo
Mutacion Células de ratén 0,06-33ug/mL+S9 98.4 Negativo
celular L5178Y tk*- 0,006-20ug/mL -S9 ‘ g
Sintesis no F|bro_blast_os 20, 60, 100, 140, 180, 220, _
programada del embrionarios 260. 300ug/mL +S9 100 Negativo
ADN humanos » 300ug/mL *
Fibroblastos
Lesion de ADN| pulmonares de células  0,01-0,3 mmol/L+S9 No descrito Negativo
de hamster chino V7D
Mutacion S. typhimurium G46, 0, 100, 200, 400 mg/kg p.c}, . .
reversa TA 1532, TA 1964 Unica dosis No descrito Negativo
Mutacion letal 0, 12, 50 mg/animal via
. . Raton hembra CFLR intubacién intragastrica No descrito Negativo
In vivo dominante 7
durante 5 dias
Mutacion letal 0, 12, 50 mg/animal via
. Raton macho CFLP| intubacion intragastrica No descrito Negativo
dominante 2
durante 5 dias

S9, 9000xg de fraccion microsomal de higado de roedor

La Tabla 15 resume los estudios de genotoxicidad de los metabolitos del amitraz, datos
obtenidos de informes enviados a la EPA (USEPA, 1996) y a la OMS (JMPR, 1998). EIl
resultado de los ensayos de genotoxicidadtro e in vivo fueron negativos, salvo en el ensayo
para induccion de mutacion en células de linfoma de ratén, donde hubo una respuesta positiv

para el metabolito 2,4-dimetilanilina.
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Tabla 15. Ensayos de genotoxicidad con metabolitos del amitraz.

Puntos de evaluacién |  Tipo de ensayo | Concentracion o dosisg Resultadds referencia
N-metil-N"-(2,4-dimetilfenil)formamidina (BTS-27271)
S. typhimurium TA 98§,
Mutacion reversa TA 100, TA 1535, TA < 5000pg/ placa Negativo RICI:l(glégae)t al
1337, TA 1538
Fibroblastos
Lesion de ADN | pulmonares de célulgs 0,03-3,0 mmol/L+S9 Negativo PETéogl}%et al
de hamster chino V79
2,4-Dimetilfenil formamida (BTS-27919)
S. typhimurium TA 98§,
Mutacion reversa TA 100, TA 1535, TA < 5000pg/ placa Negativo Rlc?l(glégbit al
1337, TA 1538
Fibroblastos
Lesion de ADN | pulmonares de célulds 0,01-1,0 mmol/L+S9 Negativo PETé%I%%et al
In de hamster chino V79
" 2,4-Dimetilanilina (BTS-24868)
vitro
Induccién Células de linfoma de ébg,3é3130,4303d 150000’ 260006 Positivo + S9 | McGREGOR 'y
mutacién celular| ratén L5178Ytk"" ' u’g /mL' ’ Negativo — S9| RIACH (1984)
Transformacion F|brot7lzas|tos CﬁHllo 5, 10, 2Qug/mL +S9 . McGREGORet
celular Hizclon8de |60 200, d0@g/mL -S9 | NegAvO al. (1984)
embrion de ratén ' ' )
Fibroblastos
Lesion de ADN | pulmonares de célulgs 0,03-2,0 mmol/L+S9 Negativo PET%:LOQI}[?))GI al
de hamster chino V79
Acido 4-aminometatoluoico
Fibroblastos
Lesion de ADN | pulmonares de célulgs 0,03-3,0 mmol/L+S9 Negativo PET%:LOQI}[?))GI al
de hamster chino V79
2,4-Dimetilanilina (BTS-24868)
Invivo | Formacion de Hueso medular de | 56, 113, 225 mg/kg p.c., dps . HOUNSELL y
. B . Negativo WALKER
micronucleos raton veces, separadas 24h (1983)

Toxicidad para la reproduccion y desarrollo

La toxicologia para la reproduccion se refiere al estudio de los efectos adversos de las
sustancias sobre el embrion, feto, neonato y mamifero prepuber, asi como sobre los sisteme
reproductor y endocrino del adulto (IUPAC, 1993). Los efectos embriotoxicos potenciales se
resumen en la Figura 9 (NEUBER al., 1973, 1980; BAS®t al., 1977), y la Figura 10
representa la secuencia de acotencimientos que conducen a una anomalia funcional o estructul

(NEUBERT et al, 1978).
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Figura 9. Resultados variables de un efecto embriotéxico en mamiferos.
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Figura 10. Representacion esquemaética de la secuencia de acontecimientos que conducen a un

anomalia funcional o estructural.
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En un estudio de toxicidad para la reproduccién de tres generaciones, grupos de 10 rata
Wistar macho y 20 ratas Wistar hembra (generacipsd-trataron con 0; 15; 50; 6 200 ppm de
amitraz grado técnico (pureza 99,8%) por via oral (equivalente a 0; 1,3; 4,4; 6 16 mg/kg/dia p.c.
en machos y a 0; 1,5; 5,1; 6 20 mg/kg/ dia p.c. en hembras) (SUTTON, 1973b). Después de qu
la generacion £hubo sido destetada, 12 macki@t hembras fueron apartados para ser criados
con la dieta que contenia amitraz. El procedimiento fue seguido hasta que la gengragon F
destetada. El amitraz a la dosis de 200 ppm disminuyo el crecimiento, el consumo de alimento
la fertilidad y viabilidad de las crias de la generacignper lo que esta dosis fue eliminada
cuando hubo sido destetada la generacignaFcausa de la bajisima supervivencia. No se
encontré ningun efecto sobre el nimero de crias o el tamafio medio de estas a la dosis de -
ppm, sin embargo, se observo un descenso del nimero de recién nacidos vivos a los 21 dias
todas las generaciones. El NOAEL fue de 50 ppm (4,4/mg/kg/dia para machos y 5,1 mg/kg/dia
para hembras) y el LOAEL fue 200 ppm (16 mg/kg/dia para machos y 20 mg/kg/dia para
hembras) basandose en el efecto de disminucién de ganancia de peso corporal y de consumo
alimento en ratas de la generacign H NOAEL de toxicidad de la reproduccion fue 15 ppm
(1,3 mg/kg/dia para machos y 1,5 mg/kg/dia para hembras). EI LOAEL de toxicidad de la
reproduccién fue 50 ppm (4,4/mg/kg/dia para machos y 5,1 mg/kg/dia para hembras) basandos
en el efecto de reduccion de tamafio y supervivencia de la camada en las tres genergciones (|

F., y ), y en la reduccién del peso corporal en los recién nacidos en la generagipifes F

La Tabla 16 resume la toxicidad para el desarrollo del amitraz a partir de datos recogidos

de estudios remitidos a la EPA (USEPA, 1996) y a la OMS (JMPR, 1998).
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Tabla 16. Toxicidad para el desarrollo del amitraz

Ratas:

Wistar

Grupos de 11-13 rata
prefiadas

Amitraz grado técnicg
(pureza, 99,8%)

Dosis orales de 0;
3; vy 12 mg/kg p.q
ddia, desde el dia 8
20 de gestacion.

El estudio finaliza €
dia 21

LNOAEL (toxicidad maternal y desarrollo fetal):
.3 mg/kg p.c./dia
dlOAEL (toxicidad maternal y desarrollo fetal):
12 mg/kg p.c./dia, basandose en:
(]) ganancia de peso corporal

(1) calcificacion del esternén

SUTTON
(1973c)

Ratas:
Sprague-Dawley
Grupos de 24 ratas
prefiadas

Amitraz grado técnicg
(pureza, 99,7%)

Dosis orales de ;
7,5; 15; y 30 mg/k
p.c. /dia, desde el d
6 al 15 de gestaciorn
El estudio finaliza €
dia 20

DNOAEL (toxicidad maternal y desarrollo fetal):

7,5 mg/kg p.c./dia

iBOAEL (toxicidad maternal y desarrollo fetal):

15 mg/kg p.c./dia, basandose en:

(1) ganancia de peso corporal para la toxicidad mate
(1) incidencia de dilatacién de Utero y capitacion ré

pélvica para la toxicidad del desarrollo fetal

2rnal
>MdINTYRE
(1987a)

Conejos:

Nueva Zelanda
Grupos de 8-10
conejas prefiadas

Amitraz grado técnicg

Dosis orales de 0;

5; y 25 mg/kg p.q
/dia, desde el dia 6
18 de gestacion. |

estudio finaliza €

INOAEL (toxicidad maternal y desarrollo fetal):
.5 mg/kg p.c./dia

dlOAEL (toxicidad maternal y desarrollo fetal):
25 mg/kg p.c./dia, basandose en:

() ganancia de peso e incremento de abortos en lo

5 dias

(pureza, no dia 30 de gestacién 17-20 para la toxicidad maternal

especificada) (1) ganancia de peso corporal, y perdida de la cama8&yTON
reducion del numero de fetos para el desarrollo fetal (1973d)

Conejos: Dosis orales de 0; BNOAEL (desarrollo fetal): 6 mg/kg p.c./dia

Nueva Zelanda
Grupos de 16 coneja
prefiadas

Amitraz grado técnicg
(pureza, 99,7%)

6; y 12 mg/kg p.q
5/dia, desde el dia 7
19 de gestacion. b
estudio finaliza €
dia 28

.LOAEL (desarrollo fetal):
dl2 mg/kg p.c./dia, basandose en:

perdida de la camada

MCINTYRE
(1987D)

Recientemente, PALERMO-NETGCet al,
observaron que la exposicién prenatal al amitraz causaba cambios transitorios en el desarrollo
comportamiento de las crias expuestas de rata. En este estudio, las ratas gestantes fuer
tratadas oralmente con amitraz (20 mg/kg) en los dias 1, 4, 7, 10, 13, 16, y 19 de gestacion
Después del nacimiento las crias fueron agrupadas en los siguientes grupos: crias contrc
amamantadas por ratas control hembra (CC); crias control amamantadas por hembras tratad:

(CE); crias tratadas amamantadas por hembras tratadas (EE); crias tratadas amamantadas |

(1994) en un estudio

a7

experimental




hembras control (EC). Los resultados muestran que comparando a las crias del grupo CC con I
crias de los grupos prenatalmente expuestos al amitraz (EC y EE) se observo una disminucio
de la edad de apertura vaginal; también el grupo EE mostré un mas temprano desarrollo del pel
y un retraso en la erupcion del incisivo comparado con el grupo CC. Las ratas del grupo EE,
presentaron mayor actividad locomotora, frecuencia de posicion sobre las patas traseras y men
tiempo de inmovilidad comparado con las crias del grupo CC cuando se estudio a los 30 dias
pero no a los 60 o 90 dias. También se observaron cambios en el desarrollo, en ratas contr
amamantadas por ratas tratatadas durante la gestacién, lo cual no se esperaba por que el amit
segun protocolo experimental usado, deberia haber sido eliminado de las hembras antes d
parto (la ultima administracion del amitraz fue el dia 19 de gestacién y se ha descrito que el
amitraz tiene un tiempo de eliminacion de 3 dias) lo que sugiere que no se elimina en ese tiemp

y debe haber una transmision del amitraz o sus metabolitos a la leche materna.

Posteriormente, PALERMO-NETE al, (1997) evaluaron los efectos de la exposiciéon
postnatal durante la lactancia al amitraz, en ratas cuyas madres recibieron el amitraz (10 mg/kg
oralmente durante la lactancia en los dias 1, 4, 7, 10, 13, 16 y 19. Los resultados mostraron qu
el tiempo medio efectivo (E§) para el desarrollo de pelo, apertura de los ojos, descenso
testicular y el comienzo de respuesta ante un estimulo, fueron incrementados en ratas expuest
postnatalmente al amitraz (3, 15, 22 y 15 dias respectivamente) en comparaciéon con |os
obtenidos de las crias control (2, 14, 20 y 13 dias respectivamente). A las crias procedentes ¢
madres tratadas con amitraz durante la lactancia les llevo mas tiempo desarrollar el reflejo de
enderezamiento durante los dias postnatales 3 , 4 y 5. La exposicion postnatal al amitra:
incrementd la actividad motora espontanea de crias machos y hembras. También se observare
algunas diferencias cuantitativas en el comportamiento motor espontaneo, asi como, en e

levantamiento de la cabeza, hombro y maduracion de la pelvis, en las crias tratadas con amitraz
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Actualmente KIMet al, (2007) han evaluado la toxicidad en el desarrollo del amitraz en

ratas Sprague-Dawley. El amitraz fue administrado en ratas gestantes durante los dias 1 a 19
gestacion a las dosis de 0, 3, 10 y 30 mg/kg p.c./dia. A todas las ratas gestantes se les practico
cesarea el dia 20 de gestacidon y sus fetos fueron examinados para determinar la presencia
algun tipo de anormalidad externa, visceral y esquelética. A la dosisndg/l8§ p.c./dia, hubo
toxicidad maternal, manifestada como un incremento en la incidencia de signos clinicos
anormales y una menor ganancia de peso e ingesta de alimento. La toxicidad en el desarrollo s
manifestd como un incremento en el porcentaje de muerte fetal, un descenso en el tamafio de |
crias, y una reduccion de los pesos corporales fetales. Ademas, hubo un aumento de |
incidencia de anormalidades externas, viscerales y esqueléticas. A la dosis de 10 mg/kg p.c./di:
la toxicidad maternal observada incluyé un descenso en la ganancia de peso y de la ingesta c
alimentos. Ademas, hubo una minima toxicidad en el desarrollo, y se manifest6 como un
descenso de los pesos corporales fetales, un aumento de aberraciones viscerales y esquelétic
y un retraso en la osificacion fetal. A la dosis dad@kg p.c./dia, no se observaron signos de
toxicidad maternal ni de toxicidad en el desarrollo. Estos resultados mostraron que el amitraz
administrado durante toda la gestacion en ratas es embriotoxico y teratogénico; a la dosis toxic.
para las madres fue 30 mg/kg p.c./dia. El amitraz es embriotoxico a la dosis para las madres d
10mg/kg p.c./dia. EI NOAEL del amitraz para ratas gestantes y para el desarrollo embriofetal se

ha estimado en®g/kg p.c./dia (KIMet al, 2007).

Efectos sobre el ciclo estral y la concentracion de hormonas

Se ha evaluado los efectos del amitraz sobre el ciclo estral y la concentracion de
hormonas en grupos de 70 ratones B6G®&fnbras, a las que se les suministré amitraz (pureza,
98-100%) en la dieta a dosis de 0, 25, 100, y 400 ppm, equivalente a 0; 3,8; 15; y 60 mg/kg./diz

p.c., durante 28 semanas (HOUNSELL y RUSH, 1984). Se realiz6 un frotis vaginal diariamente
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de cada animal durante 30 dias después de la semana 13 de tratamiento, y el estado del cic
estral fue determinado cada dia por el examen microscoépico de la poblacién de células de cad
capa. Se tomaron muestras sanguineas en necropsia después de una noche de ayuno, y fue
evaluadas determinandose sulfato de deshidroepiandroesterona, estradiol, progesteron:
testosterona, lutropina, folitropina, prolactina, tiroxina, triyodotironina y racaptacion de

hormona tiroidea, como indicadores del estado hormonal y parametros clinicos de rutina. El
peso del higado fue también tomado en la necropsia. En los resultados se observo que |
concentraciébn sanguinea de progesterona fue menor y la concentracion de sulfato de
deshidroepiandroesterona fue mayor en los animales tratados con dosis de 400 ppm y en u
menor grado a la dosis de 100 ppm en comparacién con los controles. El peso relativo de
higado se incremento tanto en la dosis de 400 ppm (4%) como de 100 ppm (5%). NO Se€
observaron efectos relacionados con el tratamiento a la dosis de 25 ppm, por tanto se establec
como NOAEL de 25 ppm equivalente a 3,8 mg/kg./dia p.c. y un LOAEL de 100 ppm

equivalente a 15 mg/kg./dia p.c. basandose en signos de mas baja concentracién d
progesterona, mayor concentracion de sulfato de deshidriepiandroesterona, y un incremento de

peso relativo del higado (HOUNSELL y RUSH, 1984).

También se ha evaluado los efectos del amitraz sobre el ciclo estral y la concentracion de
hormonas en grupos de 20 ratas Wistar hembra de 22 semanas de edad, a las que se
administro una dieta que contenia amitraz en unas dosis de 0 y 200 ppm equivalente a0y 1
mg/kg./dia p.c., durante 18 semanas (MERRYMAN y SUTTON, 1972). Se realizé un frotis
vaginal durante 32 dias. Después de la fijacion en metanol, el frotis fue teflido con azul de
metileno acuoso al 1% y se examino la queratinizacion celular. El estro se caracterizé solament
por la presencia de células queratinizadas, y la longitud del ciclo fue tomada como el intervalo
del primer dia del estro en ciclos sucesivos. En los resultados se observo que la duracion de

ciclo fue alterada significativamente por el tratamiento, asi como la prolongacion del estro y
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diestro. Las ratas tratadas tuvieron por tanto ciclos méas largos que los controles, resultand

periodos mas prolongados de estro y diestro (MERRYMAN y SUTTON, 1972).

1.7.1. Neurotoxicidad

Se ha descrito, un perfil de efectos sobre el comportamiento, efectos neuroquimicos, y
fisioldgicos en roedores y perros inducidos por amitraz, que claramente implican el SNC como
organo diana para este plaguicida (MOSER, 1991). La Tabla 17 resume diversos efectos

fisioldgicos y sobre el comportamiento descritos para el amitraz.

El amitraz es capaz de atravesar la barrera hemanoencefalica (FAO, 1980), se har
descrito signos y sintomas de neurotoxicidad tras la exposicion al amitraz. Exposicion a altas
dosis de amitraz produjo una depresidon del SNC con sedacion, pérdida de reflejos,
incoordinacion motora, y coma (FOLl&t al, 1984; 1986; HSU y SCHAFFER, 1988). A bajas
dosis de amitraz se ha descrito una accion estimulatoria del SNC que se manifiesta comc
hiperreactividad a estimulos externos, y agresividad (PFISTER y YIM, 1977). Se ha encontrado
que la exposicion perinatal al amitraz via materna induce cambios en el desarrollo y alteracion

en la funcién motora de las crias de rata (PALERMO-NETO. e1 294, 1997).
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Tabla 17. Efectos neurotdxicos del amitraz.

LOAEL y rango de dosis

Efectos Especies Referencia
ensayado
Descenso de la actividad motors Rata 50mg/kg, via oral (25-200) CROFTOt al 1989
Rata 3 mg/kg, i.p. (1-200) MOSER y MACPHAIL, 1989
Perro 1 mg/kg, i.v. (1) HSU y HOPPER, 1986
Alteracion del modelo y Rata 6,25 mg/kg, i.p. (6,25-75) MOSERal 1987
porcentaje de respuesta
Rata 25 mg/kg, i.p. (5-75) MOSER y MACPHAIL, 1986
operante
Alteracion del potencial visual
Rata 50 mg/kg, i.p. (50-100) BOYES y MOSER, 1987
evocado
Hiperactividad, agresividad Rata No especificada BONSALL y TURNBULL, 1983
Rata 25 mg/kg, i.p. (6,25-75) MOSERet al 1987
Rata 600 mg/kg, via oral (600) TURNBULL, 1983
Rata 50 mg/kg, i.p. GILBERT, 1988
Depresion de la respuesta ante
Rata 25 mg/kg, via oral (25-200 CROFT@Nal 1989
un estimulo acustico turbador
Facilitacion del comienzo de
Rata 50 mg/kg, i.p. GILBERT, 1988
convulsiones
Cambios en la funcion
Rata 100 mg/kg, i.p. (100) GILBERT y DYER, 1988
hipocampal
Hipotermia Rata 100 mg/kg, i.p. (50-100) BOYES y MOSER, 1987
Midriasis, bradicardia Rata 0,3 mg/kg, i.v. (0,03-1) HSU y KAKUK, 1984
Retraso del transito intestinal Ratén 1 mg/kg, s.c. (0,3-3) HSUy LU, 1984
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Hay poca informacién disponible sobre los efedtosivo del amitraz en el SNC en
mamiferos. BOYES y MOSER (1987), MOSER et 61987) y MOSER y MACPHAIL (1989)
han descrito los efectos sobre el comportamiento, fisiolégicos y neuroquimicos en ratas
expuestas al amitraz. A bajas dosis de amitraz (1-25 mg/kg) se observa una disminucién de I:
actividad motora y un cambio en los porcentajes y modelos de respuesta (MOSERO87).
Dosis intermedias de amitraz (50-100 mg/kg) afectan a los potenciales evocados y disminuyer
el peso corporal y la temperatura de las ratas tratadas (BOYES y MOSER, 1987). Ademas, dosi
de 100 mg/kg p.c. produce una ligera inhibicion de la MAO y signos caracteristicos de
intoxicacion (ej. pérdida de peso corporal e hipereactividad). Altas dosis de amitraz (>100
mg/kg) producen inhibicién de la MAO mas pronunciada, pérdida de peso extrema, agresividad

y letalidad.

En estudios realizados en caballos se ha observado un descenso dosis-dependiente en
actividad locomotora después de la exposicién a una dosis de 0,15 mg /kg p.c. de amitraz. Lo:
efectos duraron aproximadamente hasta 3 h después de la exposicion. La yohimbina reverti
inmediatamente los efectos sedantes del amitraz lo que indica una actividad agenista
adrenérgica en este efecto para el amitraz (HARK&NS&L, 1997). También se ha observado
qgue el amitraz y su metabolito el BTS-27271 producen éstasis intestinal que es revertido por
yohimbina lo que indica que se debe a su accion aganistdrenérgica (HSlét al, 1997).
Medidas adicionales realizadas sobre parametros fisioldgicos tales como el reflejo de retirada di
la pezuiia y el reflejo de contraccion de la piel, indican que el amitraz presenta un marcado \
potente efecto de sedacidn en caballos, mientras los efectos antinociceptivos solo tienen lugar

altas dosis de amitraz (QUEIROZ-NETO et 4B97).
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Se ha descrito que el amitraz produce un aumento transitorio de la excitabilidad y
reduccion de los procesos inhibitorios en el SNC, lo cual podria ser debido a su accién agonist:
az-adrenérgica, aunque también se podria deber a una modificacién de la actividad gabaérgic
(GILBERT y DYER, 1988). También se ha observado que la exposicion al amitraz aumenta la
susceptibilidad a las convulsiones en la rata lo cual podria ser mediado por una accion
combinada de su actividad agonisigadrenérgica y de sus efectos anestésicos locales

(GILBERT, 1988).

Entre los efectos mas persistentes de neurotoxicidad del amitraz en ratas estan Iz
hipereactividad o hiperexcitabilidad (BONSALL y TURNBULL, 1983; TURNBULL, 1983;
MOSER et al, 1987; GILBERT, 1988). En el estudio de MOSER (1991) se establecié una
correlacion semicuantitativa dosis-respuesta y de tiempo de transcurso de hipereactividad

cambios fisioldgicos, y debilitacion general producida por el amitraz.

En estudios de toxicidad crénica oral en roedores se observaron signos de neurotoxicidac
tales como comportamiento agresivo o excitable en ratas o ratones (SUTTON y OFER, 1973),
asi como en estudios de toxicidad subcrdnica y crénica en especies diferentes a los roedore
(depresion del SNC e hipotermia en perros) (MORGaAML, 1973; PATTON y WILLIAMS,

1971).

También se ha observado en exposicion ocupacional en el hombre signos agudos com

hipotermia, desorientacion, y somnolencia inducidos por amitraz que reflejan una actividad

sobre el SNC (CAMPBELL y NEEDHAM, 1984Db).
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Neurotoxicidad en el desarrollo

La neurotoxicidad en el desarrollo relaciona alteraciones en el comportamiento,
neuroquimicas, neurohistologicas, y/o alteraciones morfolégicas del SNC sucedidas en los
descendientes de la madres expuestas durante la gestacion y la lactancia (LAZARINI
2001). En roedores, el desarrollo de los sistemas de neurotransmisores comienza durante
altimo periodo fetal. Auque el desarrollo morfologico de los sistemas de neurotransmisores es
completo dentro de una a dos semanas después del nacimiento, el porcentaje de sintesis
algunos neurotransmisores no alcancanza niveles adultos hasta, en algunos caso:

aproximadamente uno o dos meses después del nacimiento (SUZUKI y MARTIN, 1994).

Se conoce que la exposicion durante el desarrollo a plaguicidas puede interferir con el
normal desarrollo de los sistemas de neurotransmisores y ocasionar un dafio directo sobre Ic
mismos (RICHARDSONet al, 2006). En este sentido se ha visto que la exposicion al
plaguicida piretroide dieldrin durante el desarrollo, produce alteraciones persistentes del sistem:
dopaminérgico y estas alteraciones inducen un estado de disfuncién dopaminérgica silente, d
tal manera que las neuronas dopaminérgicas son mas vulnerables en la edad adulta a divers
sustancias quimicas, siendo mas susceptible a posibles dafios como se ha visto en ratas g
fueron expuestas al dieldrin durante el desarrollo y posteriormente en la edad adulta fueror
expuestas a la neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) dando lugar a un
incremento de la susceptibilidad al Parkinson (RICHARDS# ML, 2006). También se ha
visto que la exposicion a clorpirifos a dosis aparentemente no toxica en un periodo critico del
desarrollo a nivel prenatal y postnatal produce una alteracion neuronal del sistema
catecolaminergico, encontrandose alteraciones en el comportamiento a largo plazo relacionada
con la funcion serotoninérgica (ALDRIDG& al, 2005). Ademas, durante la exposicion a
clorpirifos y en el periodo inmediato a la exposicion se detecté una profunda activacion de los

sistemas catecolaminérgicos en el cerebro (D&iMl, 1999a,b). La hiperactividad del sistema
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catecolaminérgico podria jugar una papel en la neurotoxicidad del clorpirifos ya que estos
neurotransmisores estan implicados en el dafio oxidativo (BldiMil, 2001; JUNN vy
MOURADIAN, 2001). También se ha visto que la exposicion durante la gestacion y la
lactancia al butil ester 2,4-diclorofenoxiacetico produce una alteracion cerebral permanente
caracterizada por un aumento en los niveles de serotonina y de su metabolito (DE DU#FARD

al., 1990).

El mecanismo por el que se producen estos efectos no se conoce pero se sabe que |
neurotransmisores en el sistema nervioso inmaduro pueden actuar como factores troficos qu
median procesos durante el desarrollo tales como diferenciacion y proliferacion celular.
Ademas, estudios mas recientes demuestran que los neurotransmisores también pueden med
la direccion de migracion neuronal y el crecimiento axonal durante la formacién de circuitos
neuronales (RUEDIGER y BOLZ, 2007). Aunque los genes determinan principalmente el
desarrollo de la estructura del SNC, el desarrollo detallado de los circuitos neuronales depend
de la accion de los neurotransmisores y neuromoduladores (HERLENIUS y LAGERCRANTZ,
2001). Neurotransmisores tales como catecolaminas aparecen en el embrion de animale
vertebrados e invertebrados incluso antes de que las neuronas se hayan diferenciad
(PENDLETONet al, 1998). Muchos neurotransmisores cambian su papel funcional en el SNC
durante el desarrollo. La misma molécula puede ser crucial para la diferenciacion, crecimiento
neuronal y el establecimiento de las redes neuronales en el SNC inmaduro, mientras que en
SNC maduro cambia su funcién hacia un papel modulador de la comunicacion sinaptica entre

neuronas (HERLENIUS y LAGERCRANTZ, 2001).

Una alteracién en los niveles de alguno de los neurotransmisores puede modificar el
desarrollo de los diferentes sistemas de neurotransmisores (LAUDER, 1985). Se conoce que ¢

neurotransmisor GABA regula el desarrollo de los sistemas monoaminicos de tal manera que
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una alteracion durante el desarrollo del sistema gabaérgico podria alterar el normal desarrollo d
los sistemas monoaminicos (LAUDE& al, 1998). La noradrenalina es esencial para el
desarrollo normal del sistema nervioso. El sistema noradrenérgico regula el desarrollo de las
células Cajal-Retzius, las cuales son las primeras neuronas que surgen en la corteza, y se |
propuesto que juega un papel fundamental en la migracion neuronal y la formacién laminar
(NAQUI et al, 1999). La administracion de 6-OH-dopamina impide la muerte celular
programada natural de estas neuronas y retrasa la formacion de las capas corticales. Lesiones
las proyecciones noradrenérgicas o blogueo de la neurotransmision con antagonistas impiden |
astrogliosis y la proliferacion celular glial. La deplecién de los niveles de noradrenalina durante
el periodo perinatal da lugar a sutiles cambios dendriticos y posiblemente también alteraciones

en la diferenciacion cortical (BERGER-SWEENEY y HOHMANN, 1997).

Un descenso en los niveles de serotonina en el cerebro del feto de rata inducido por I
exposicidon apara-clorofenilalanina durante la gestacion produce una alteraciéon morfolégica en
el desarrollo de areas corticales, hipocampo, nlcleos del rafe y la sustancia negra, que da lugar
una alteracion morfolégica y funcional caracteristica del sistema nociceptivo a la edad de 25
dias (BUTKEVICHet al, 2003). La serotonina juega un papel importante en la regulacién del
desarrollo del SNC (LAUDER, 1990; JACOBS y AZMITIA, 1992; VERNEY al, 2002;
WHITAKER-AZMITIA et al, 1996). La deficiencia de serotonina en una etapa temprana de la
embriogénesis, cuando la serotonina tiene influencia sobre el desarrollo celular y de los tejidos
causa desordenes en la neurogenésis (LAUDER y KREBS, 1976; KHOZHAI y OTELLIN,
2006) y anormalidades en el desarrollo del cerebro y sus sistemas de neurotransmisore
(LAUDER y KREBS, 1976; KHOZHAI y OTELLIN, 2006). Las consecuencias de estas
anormalidades persisten en la etapa adulta y son acompafiadas por un nimero de desorder
funcionales (KHOZHAI y OTELLIN, 2006). Por otra parte, también, se ha observado que el

exceso de serotonina impide el desarrollo normal de la corteza somatosensorial EEABES
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1998). Estudios experimentales en roedores muestran que la administracién de inhibidore:
selectivos de la recaptacion de serotonina en un periodo critico durante el desarrollo produce
cambios en los circuitos neuronales y alteraciones del comportamiento tales como aumento d
la ansiedad, agresividad o del comportamiento depresivo que persisten hasta la edad adult:
Cambios similares resultan de la inhibicién del transportador de serotonina o de la MAO,
implicando a estos dos reguladores de la sefal serotoninérgica en los cambios producido

durante el desarrollo (BORUE et,@2007; BALER et al 2008).

Respecto a la neurotoxicidad del desarrollo inducida por amitraz, no se conocen estudios
publicados en la literatura, lo que supone una investigacion de gran interés actual pare
desarrollar. Los estudios sobre toxicidad en el desarrollo por exposicion prenatal y postnatal a
amitraz realizados por PALERMO-NET@t al, (1994, 1997) pusiseron de manifiesto
alteraciones en el comportamiento lo que sugiere la potencial presencia de efectos

neuroquimicos y neurofuncionales por la exposicion al amitraz.

1.7.2. Toxicidad para el hombre

Se han descrito 137 casos de intoxicacion por amitraz y de estos 119 son nifios
(YILMAZ y YILDAS, 2003, AGING et al, 2004; YARAMIS, et al, 2000). La incidencia es
especialmente alta en areas rurales de Turquia, en familias que se dedican al cuidado de ganac
La causa parece ser debida a una intoxicacion accidental, las madres daban a sus nific
soluciones de amitraz por confusion con un bote de expectorante (YILMAZ y YILDAS, 2003).
También se han dado casos de intoxicacién por el uso del amitraz en el tratamiento de Iz
pediculosis humana, principalmente por no respetar el modo de empleo, como es el caso donc
no se ha preparado la dilucion correspondiente recomendada; también se han descrit

intoxicaciones por intento de suicidio (KALYONCU et,&002).
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El amitraz produce en el hombre depresion del SNC (KALYON&Ual, 2002;
CAKSEN et al, 2003; KENNELet al, 1996; ULUKAYA et al, 2001; YILMAZ y YILDAS
2003). Entre los efectos descritos se incluyen depresidn respiratoria, hipotension, y bradicardia
Todos estos casos descritos se deben principalmente a una intoxicacion accidental por amitra
por ingestion de sobredosis, con éxito en el tratamiento de urgencia basado principalmente en ¢
tratamiento sintomético y de soporte (GROPPI, 1977; ROS y VAN AKEN, 1994; PRONCZUK

et al, 1995).

En un estudio en humanos, seis voluntarios sanos varones, de edades comprendidas ent
los 18 y 45 afios y pesos comprendidos entre los 60 y 70 kg, recibieron dosis orales de 0; 0,06:
y 0,13 mg/kg p.c. de amitraz, separadas dos o tres semanas, (cada dosis fue dada con 150 mL
agua, 30 min después del desayuno) y se les monitorizo el pulso cardiaco, la frecuencic
respiratoria, la presién sanguinea, y la temperatura corporal y también se les examin6 e
electrocardiograma. Se observd que no fueron afectados por el tratamiento los parametro:
hematoldgicos, urinarios, y quimicos sanguineos, respuesta pupilar y el rendimiento psicomotor
El NOAEL observado fue 0,13 mg/kg p.c., la dosis mas alta evaluada (CASS, 1992). En un
estudio previo llevado a cabo en dos voluntarios que recibieron una unica dosis de 0,25 mg/kg
p.c. del amitraz, dosis superior a la ensayada por CASS (1992), se observd principalmente
efectos de somnolencia, desorientacion, disminucion del pulso y de la presidn sanguinez

(CAMPBELL y NEEDHAM, 1984Db).

En un estudio anterior también en humanos, cuatro varones y dos mujeres voluntarias
sanas, de edades comprendidas entre 21 y 42 afios de edad, recibieron dos dosis de 2 r
(aproximadamente 0,03 mg/kg p.c.) del metabolito del amitraz N’-(2,4-dimetilfenil)-N-
metilformamidina (BTS-27271) en capsulas con 100 mL de agua, con una semana de descans

Se monitoriz6 la presion sanguinea, el pulso cardiaco, y la temperatura a intervalos de cad
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media hora durante 7 horas, y se evalio el estado de alerta. Se examind también ¢
electrocardiograma, y se recogi6 la orina después de la dosificacion. Se analizaron las muestrz
de orina para estimar la cantidad que habia sido excretada del metabolito acido meraino-

toluoico. En este estudio el NOAEL para el metabolito BTS-27271 fue 0,03 mg/kg p.c. que es la

Unica dosis evaluada (HAL&t al, 1975).

La EPA (1996) determiné una dosis de referencia (RfD) para el amitraz de 0,0025 mg/kg
p.c./dia, basandose en un NOAEL de 0,25 mg/kg p.c./dia de un estudio de toxicidad cronica el
perros®(MORGAN et al, 1973). Se uso un factor de seguridad de 100 (un factor de 10 para la
extrapolacion de resultados obtenidos en animales de experimentacion al hombre y un factor d
10 para la variacion de la sensibilidad en la poblacion humana). Los efectos criticos observado
y que fueron objeto del LOAEL fueron, incremento de la concentracion de glucosa sanguinea,

hipotermia, y depresion del SNC.

Recientemente, se ha re-evaluado los niveles de tolerancia 6 limite maximo permitido de
residuos (LMR) del amitraz en productos alimenticios (USEPA, 2006), que vienen recogidos en
la Tabla 18. La Tabla 19 recoge los LMRs establecidos por el Codex Alimentarius para el

amitraz (USEPA, 1996).
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Tabla 18. Niveles de tolerancia para el amitraz

Producto LMR LMR
(mg/kg) re-evaluado (mg/kg)

Cera de abeja 6,0 -
Grasa de ganado vacuno 0,1 0,04
Subproductos carnicos de ganado vacuno 0,3 0,02
Carne de ganado vacuno 0,05 0,02
Semillas de algodon 1,0 1,0
Huevos 0,01 -
Grasa de cerdo 0,1 0,1
Rifion de cerdo 0,2 0,1
Higado de cerdo 0,2 0,1
Subproductos céarnicos del cerdo 0,3 0,3
Carne de cerdo 0,05 0,05
Miel y panales de abeja 1,0 -
Leche 0,03 0,03
Grasa de leche 0,3 0,02
Peras 2,0 -
Grasa de ave de corral 0,01 -
Subproductos céarnicos de ave de corral 0,05 -
Carne de ave de corral 0,01 -

61




Tabla 19. Niveles Ma&ximos de Residuos (LMRs) para el amitraz.

Productos LMR (mg/kg)
Carne de ganado vacuno 0,05
Cerezas 0,5
Semillas de algodon 0,5
Aceite de semilla de algodon 0,05
Pepinos 0,5
Visceras y despojos comestibles de ganado vacuno, cerdos y qvejas 0,2
Leche 0,01
Naranjas 0,05
Melocotén 0,5
Carne de cerdo 0,05
Granadas 0,5
Carne de oveja 0,1
Tomate 0,5

Se cuestiona si la mayor exposicion a amitraz se puede dar por el consumo de peras. L
evaluacion del riesgo alimentario cronico para el amitraz (USEPA, 1996), sefialé que con un
intervalo previo de cosecha (PHI) de 14 dias para peras, la Concentracion de Residuos Previstc
(ARC) en la poblacion de EE.UU por su consumo es el 1,1% de la RfD, que es una cantidad qu
se cree que no causa efectos adversos si es consumida diariamente durante un tiempo de vida
70 afos. La ARC para nifios menores de un afio de edad, que es el subgrupo de mayc
exposicion, es el 4,5% de la RfD. Dado que los valores obtenidos son bajos, parece que el riesg
alimentario cronico es minimo por exposicion a amitraz. Se estima que el riesgo de cancer pol
exposicion a amitraz en la poblacion de U.S. es de 1,4 personas por cada millén de habitante:

lo que se considera como grado de riesgo aceptable (USEPA, 1996).
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Debido a la preocupacion existente por los posibles efectos neurotoxicos por exposicion
a amitraz, se calculo el riesgo de neurotoxicidad aguda, asi como los niveles de exposicidn par
todos los subgrupos de poblacion de los EE.UU. El riesgo de neurotoxicidad aguda puede se
expresado por medio del Margen de Exposicion (MOE= NOAEL/Exposicion). El MOE es
mayor de 10 para todos los grupos de poblacion, lo cual es también considerado como aceptab

(USEPA, 1996).

En cuanto a la exposicion laboral, el hombre en su medio laboral podria estar expuesto a
amitraz durante las operaciones de mezclado, carga, y aplicacién del pesticida, especialment
cuando se usan formulaciones liquidas (concentrado emulsionable) y polvos humectables
Ademas, existe el riesgo de exposicién potencial para trabajadores que entran en lugares
superficies donde ha habido una aplicacion completa del producto, especialmente en campos ¢
perales y algodoneros (USEPA, 1996). El uso en perales, se asocia con la exposicidon total mé
alta, seguido por el uso en algodonales, y finalmente, por el uso en ganado vacuno. Le
exposicién de los manipuladores de los perales, es la mas alta cuando realizan la operacion ¢
mezcla/carga. El uso en perales se asocia con el riesgo mas alto de efectos carcinégenc
seguido por el uso en algodonales y finalmente por el uso en ganado vacuno. El rango del limite
superior de riesgo de efectos carcindgenos para estos manipuladores va desde &,7x10
1,2x10° sin embargo, estos niveles de riesgo son menores dé' lsll6ual es encontrado
como aceptable (USEPA, 1996). Ademas, habria que afiadir que ciertos manipuladores tambié
afrontan riesgos de neurotoxicidad por exposiciéon a corto plazo al amitraz. Sin embrago, el

MOE es menor de 10, valor generalmente considerado aceptable (USEPA, 1996).

Considerando, hasta el momento, los datos de toxicidad disponibles, se puede sugerir qu
el amitraz presenta una relativa baja toxicidad; aunque se clasifica actualmente como “Posible

Evidencia de Carcinogenicidad” (USEPA, 2006). La exposicion potencial del hombre a amitraz
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en la dieta parece que podria darse en un nivel muy bajo (solamente un pequefio porcentaje de
RfD), por lo que no supone con los datos de toxicidad disponibles una causa de preocupaciol

para la salud publica.

No obstante, las agencias reguladoras, en la actualidad, vienen preocupandose de
potencial de toxicidad que presenta el amitraz, principalmente de toxicidad reproductiva, en el
desarrollo, y de neurotoxicidad. También se plantea que la aplicacibn de amitraz por los
manipuladores sobre perales, campos de algodén, y ganado vacuno a largo plazo pudier
suponer una exposicion que presentara un riesgo de carcinogénesis. Por todo ello, nuevos dat
de toxicidad del amitraz son importantes y necesarios para ser incorporados en el andlisis de

riesgo de este pesticida.

1.8. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL TRABAJO

La neurotoxicologia se ocupa del estudio de los efectos adversos en la estructura y/c
funcién del sistema nervioso por la exposicion a un xenobiético durante el desarrollo y/o la
madurez. Los efectos estructurales daran lugar a cambios neuroanatdbmicos mientras que Ic
efectos funcionales daran lugar a cambios neuroquimicos, neurofisiolégicos o cambios en e
comportamiento. Se estima que entre un 3 y un 28% de todos los productos quimicos
comercializados pueden ser neurotoxicos (DORMétNal, 2002). Uno de los principales
problemas que ha llevado al interés por conocer los posibles efectos neurotoxicos de las
distintas sustancias quimicas comercializadas y de uso diverso es la complejidad del sistem
nervioso y la poca capacidad de reparacion, una vez se ha producido el efecto. La elevad
complejidad del sistema nervioso se debe a que las distintas regiones estan relacionadas entre
de forma anatémica y funcional, de manera que los efectos en una zona se pueden manifestar «

distintas partes del sistema nervioso (TOGA, 1997).
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El amitraz es un plaguicida de descubrimiento y comercializacion relativamente reciente,
de ahi que no resulte extrafio que existan pocos trabajos en la literatura cientifica que estudie
su neurotoxicidad principalmente en mamiferos (BONSALL y TURNBULL, 1983;
TURNBULL, 1983; MOSER y MACPHAIL, 1986; MOSERt al, 1987; BOYES y MOSER,
1987; CROFTONet al 1989; GILBERT, 1988). La mayoria de los trabajos publicados sobre el
amitraz se centran en investigar su mecanismo de accién a nivel del recepdoenérgico
(HSU y KAKUK, 1984; HSU y LU, 1984; HSU y HOPPER, 1986; H8LAl, 1986; COSTA y
MURPHY, 1987; COST/et al, 1988, 1989; FLORI@t al.,1993; ALTOBELLIet al2001) y
en menor medida nivel de su accién antagonista del receptop FASS y SEAWRIGHT,
1982), de la inhibicién de la sintesis de prostaglandinas @tldd, 1978) y de la inhibicion de
la MAO (AZIZ y KNOWLES, 1973; BENEZET y KNOWLES, 1976; MOSER y MACPHAIL,

1986).

Existe cierta discrepancia entre los estudios realizados por MOSER y MACPHAIL
(1986) y los estudios realizados por FLORiIDal, (1993) sobre el mecanismo que explicaria
los efectos toxicos observados del amitraz a nivel motor. Segiin MOSER y MACPHAIL (1986)
estos efectos podrian deberse a la accion del amitraz sobre el recegdoenérgico; por el
contrario, segiin FLORI@®t al, (1993) estos efectos se podrian deber a la accion de inhibicion
de la MAO por el amitraz. Por tanto, queda por confirmar si se produce una alteracion en los
niveles de catecolaminas a dosis inferiores a 100 mg/kg p.c./dia de amitraz, lo que respaldaria |
hipétesis de FLORI@t al, (1993), ya que los efectos motores se observan a dosis inferiores a
100 mg/kg p.c./dia de amitraz y segun MOSER y MACPHAIL (1986) no se produce una

inhibicion de la MAO por debajo de esta dosis.
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La utilizacion de animales de experimentacién (ratas) de edad 30 y 60 dias es importante
en el objetivo de evaluar si los niveles de catecolaminas son modificados por amitraz de forme
dosis dependiente a la edad de 30 dias cuando la rata no es totalmente madura y no presenta
niveles adultos de catecolaminas, y a la edad de 60 dias cuando la rata ya es madura y |

alcanzado los niveles adultos de catecolaminas.

Por otra parte, no existen estudios sobre la neurotoxicidad en el desarrollo inducida por
el amitraz. Pero a partir de los estudios sobre toxicidad en el desarrollo por exposicion prenata
y postnatal al amitraz realizados por PALERMO-NE&al, (1994; 1997) se han puesto de
manifiesto alteraciones en el comportamiento lo que sugiere la presencia de efectos
neurotéxicos por la exposicion al amitraz. Actualmente se asume que los neurotransmisore:
monoaminérgicos juegan un papel durante el desarrollo, definido como “morfogenético”
(BUZNIKQV et al, 1996; LEVITTet al, 1997; NICOTRA y SHATTEN, 1990; NICOTRA
SENATORI, 1989). Cualquier modificacibn en los niveles de catecolaminas durante el
desarrollo podria tener un efecto profundo en el desarrollo del cerebro tanto en el ambito
estructural como funcional (LAKSHMANA y RAJU, 1994). En esta area, nuestro objetivo
incluye determinar si la exposicion al amitraz durante la prefiez de ratas madre y durante e
desarrollo de los recien nacidos (periodo de lactancia) produce una alteracién en los niveles d
monoaminas en el SNC. Es importante determinar los efectos potenciales que se generan vy
son permanentes a la edad de 60 dias, cuando los animales ya presentan madurez de todos
sistemas y presentan los niveles adultos de catecolaminas, usandose como biomarcador
modificacion de los niveles de catecolaminas y/o su tasa de recambio en las diferentes regione

de encéfalo.
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Por todo ello, el presente trabajo de investigacion tiene dos objetivos: (1) el estudio de
las posibles alteraciones en los sistemas serotoninérgico, noradrenérgico y dopaminérgico e
regiones del SNC de ratas de edad 30 y 60 dias expuestas a dosis multiples de amitraz, y (2)
estudio de las posibles alteraciones permanentes heredadas en ratas a la edad de 60 di
procedentes de madres a las que se les administré amitraz durante el periodo de la prefiez y

lactancia.

La eleccion de la rata como modelo animal experimental se justifica, en general, en que
los roedores poseen una serie de ventajas para los estudios toxicoldgicos, como son su peque
tamafio, facil manejo, resistencia a infecciones, corto ciclo de vida y de gestacion, y grandes
camadas (en numero). Ademas, es un modelo animal aceptado para proporcionar datos gt
pueden ser incorporados a la evaluacion del riesgo para el hombre de pesticidas. En los estudi
de niveles de neurotransmisores en el SNC, la rata tiene la ventaja afadida de que por el tamaf
de su encéfalo permite una buena localizacion de las distintas regiones encefalicas. Ademas,
fecha de hoy existen distintos atlas que detallan la anatomia de su sistema nervioso Yy I
distribucion de las sustancias neuroactivas (PAROXINOS y WATSON, 1998; TOHYAMA y

TAKATSUJI, 1998).

67



MATERIAL Y METODOS
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. PROTOCOLO Y DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizaron un total de 54 ratas Wistar, 24 machos de 30 dias de edad, 24 machos de 6
dias de edad, y 6 hembras prefiadas de 60 dias de edad. Toda la fase experimental se realiz
el Animalario de la Universidad Complutense de Madrid (nmero de registro 28079-15 ABC-M
de la Direccion General de Agricultura y Alimentacion, Consejeria de Economia y Empleo de la
Comunidad Autbnoma de Madrid). Los animales se mantuvieron en jaulas individuales de
policarbonato, con un lecho de serrin y alimentadas con una dieta para roedoresagl agua
libitum. La temperatura del animalario fue de 22 £+ 2°C y la humedad relativa del 50 + 10%. Los
animales en estas condiciones se mantuvieron con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas (luz d
8:00 a 20:00) y aire purificado. Todos los experimentos fueron autorizados por el comité de

experimentacion animal de la Universidad Complutense de Madrid.

Primer Experimento:

Se utilizaron 24 ratas Wistar macho de 30 dias de edad y de 100 gramos de pesc
corporal, divididas en 4 grupos:

Grupo | (grupo control, 6 ratas3e le administr6 a cada rata 0,5 mL/dia de aceite de

maiz, durante 5 dias. El tratamiento se administré por via oral mediante intubacion intragastrice
utilizando una jeringa acoplada a una canula metélica.

Grupo 1l (6 ratas)los animales recibieron 20 mg amitraz/kg p.c. durante 5 dias. El

tratamiento se administré por via oral mediante intubacién intragastrica utilizando una jeringa
acoplada a una canula metdlica. Se prepard una solucion de amitraz en aceite de maiz a ul

concentraciéon de 8 mg/mL, administrando el volumen correspondiente a cada rata para la dosi
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diaria de 20 mg/kg p.c., es decir, 0,5 mL por cada 200 g de peso corporal.

Grupo Il (6 ratas) los animales recibieron 50 mg amitraz/kg p.c. durante 5 dias. El

tratamiento se administré por via oral mediante intubacién intragastrica utilizando una jeringa
acoplada a una canula metdlica. Se prepard una solucion de amitraz en aceite de maiz a ul
concentracion de 50 mg/mL, administrando el volumen correspondiente a cada rata para la dosi
diaria de 50 mg/kg p.c., es decir, 0,5 mL por cada 200 g de peso corporal.

Grupo IV (6 ratas)los animales recibieron 80 mg amitraz/kg p.c. durante 5 dias. El

tratamiento se administré por via oral mediante intubacién intragastrica utilizando una jeringa
acoplada a una canula metdlica. Se prepard una solucion de amitraz en aceite de maiz a ul
concentracion de 32 mg/mL, administrando el volumen correspondiente a cada rata para la dosi

diaria de 80 mg/kg p.c., es decir, 0,5 mL por cada 200 g de peso corporal.

Durante el experimento, el agua y el alimento se dispusatdibitum para el periodo
completo de duracion del ensayo. Previamente a la administracion del tratamiento (amitraz)
diario, o en los animales control con el vehiculo, se retiraba el alimento durante 6 horas,
volviéndose a colocar una hora después del mismo. En el estudio se determin6 el consum

diario de alimento y la evolucion diaria del peso corporal de cada animal.

Las dosis elegidas de 20, 50 y 80 mg/kg representan 1/30, 1/12 y 1/7,5 dg.lad3L
dosis elegidas no originan mortalidad en los animales, y solamente la dosis superior originbe

una leve disminucién de la actividad motora reversible.

Tres horas después del ultimo tratamiento los animales se sacrificaron por dislocacion
cervical, seguidas de exanguinacién y decapitacion. Inmediatamente tras el sacrificio se aislarot
el encéfalo y la médula espinal, manteniéndose siempre a 4°C, y diseccionandose rapidament

para obtener las areas correspondientes al hipotalamo, mesencéfalo, bulbo raquideo, cerebel
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médula espinal, corteza frontal, hipocampo y cuerpo estriado, siguiendo el método de
GLOWINSKI y IVERSEN (1966) con ciertas modificaciones introducidas por nuestro

laboratorio. En primer lugar se separ6 por un corte transverso el rombencéfalo, obteniendc
mediante diseccion la médula espinal, con cuidado de no cortar el bulbo raquideo y el cerebelc
gue se separan a continuaciéon (Figuras 11 y 12). Seguidamente se diseccioné el hipotalamc
mediante un corte transversal a nivel del quiasma 6ptico hasta la comisura anterior, que se tom
como referencia horizontal. Se continué tomando una muestra de la corteza frontal y se
procedié a la separacion del cuerpo estriado, mesencéfalo e hipocampo. Para la diseccién d
cuerpo estriado se tomaron las paredes externas de los ventriculos laterales como limite intern

y el cuerpo calloso como limite externo. Finalmente, se separaron el mesencéfalo y el

hipocampo.
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Figura 11. Representacion de las distintas partes del encéfalo de la rata Wistar en un
corte en el plano sagital (0,40 mm con respecto a la medial). Modificada de PAROXINOS y
WATSON (1998).
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Figura 12. Representacion de un corte en el plano coronal del encéfalo de la rata Wistar
(Bregma —0,80 mm) en el que se aprecia el estriado (no visible en la Figura anterior).
Modificada de PAROXINOS y WATSON (1998).
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Cada muestra de tejido se pesé en una balanza electronica (Sartorius ER 182),
guardandose separadamente en tubos Eppendorf debidamente identificados. Las muestras
homogeneizaron por ultrasonidos con un sonicador Labsonic U-Braun, durante 4 minutos a
velocidad constante, manteniendo la temperatura de 4°C (tubos dentro de un recipiente con hiel
picado), en solucién de acido perclérico (HQIO®,4M y metabisulfito sédico (N&Os) al
0,1% (p/v), y en volumenes que variaron en funcién del tejidopuBQ0dipotalamo, hipocampo
y cuerpo estriado); 500L (corteza frontal, mesencéfalo y médula espinal); jd0Qcerebelo);

y 800 pL (bulbo raquideo). Es importante cumplir estrictamente las condiciones de
homogeneizacion ya que la ausencia de antioxidantes como el acido ascoérbico, de &acidc
perclérico en bajas concentraciones, asi como la luz y temperaturas elevadas puedel
descomponer catecolaminas y, sobre todo, indolaminas (VERBIESE-GENARD 1983;

CAO y HOSHINO, 1998). Posteriormente, se centrifugaron a 12.000 ep.mna centrifuga
refrigerada RC5C de Sorwall Instruments Dupont con rotor para tubos Eppendorf a 4 °C durante
20 minutos. Se recogio el sobrenadante en tubos Eppendorf y se almacen6 a —80°C hasta
analisis del contenido en neurotransmisores monoaminérgicos por cromatografia liquida de altz

resolucion (HPLC).

Segundo Experimento:

Se utilizaron 24 ratas Wistar macho de 60 dias de edad y de 200 gramos de peso corpora
divididas en 4 grupo:

Grupo | (grupo control, 6 ratasye le administré6 a cada rata 0,5 mL/dia de aceite de

maiz, durante 5 dias. El tratamiento se administré por via oral mediante intubacion intragastrice

utilizando una jeringa acoplada a una canula metélica.
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Grupo 1l (6 ratas)los animales recibieron 20 mg amitraz/kg p.c. durante 5 dias. El

tratamiento se administré por via oral mediante intubacion intragastrica utilizando una jeringa
acoplada a una canula metdlica. Se prepard una solucion de amitraz en aceite de maiz a ul
concentracién de 8 mg/mL, administrando el volumen correspondiente a cada rata para la dosi
de 20 mg/kg p.c., es decir, 0,5 mL por cada 200 g de peso corporal.

Grupo Il (6 ratas) los animales recibieron 50 mg amitraz/kg p.c. durante 5 dias. El

tratamiento se administré por via oral mediante intubacién intragastrica utilizando una jeringa
acoplada a una canula metdlica. Se prepard una solucion de amitraz en aceite de maiz a ul
concentracién de 20 mg/mL, administrando el volumen correspondiente a cada rata para la dosi
de 50 mg/kg p.c., es decir, 0,5 mL por cada 200 g de peso corporal.

Grupo IV (6 ratas)los animales recibieron 80 mg amitraz/kg p.c. durante 5 dias. El

tratamiento se administré por via oral mediante intubacién intragastrica utilizando una jeringa
acoplada a una canula metdlica. Se prepard una solucion de amitraz en aceite de maiz a ul
concentracion de 32 mg/mL, administrando el volumen correspondiente a cada rata para la dosi

de 80 mg/kg p.c., es decir, 0,5 mL por cada 200 g de peso corporal.

Durante el experimento, el agua y el alimento se dispusatdibitum para el periodo
completo de duracion del ensayo. Previamente a la administracién del tratamiento diario con
amitraz, o en los animales control con el vehiculo, se retiraba el alimento durante 6 horas,
volviéndose a colocar una hora después del mismo. En el estudio se determin6 el consum

diario de alimento y la evolucion diaria del peso corporal de cada animal.

Las dosis elegidas de 20, 50 y 80 mg/kg representan 1/30, 1/12 y 1/7,5 dg.lad3L

dosis elegidas no originan mortalidad en los animales, y solamente la dosis superior originbe

una leve disminucién de la actividad motora reversible.
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Tres horas después del ultimo tratamiento los animales se sacrificaron por dislocacion
cervical, seguidas de exanguinacién y decapitacion. Inmediatamente tras el sacrificio se aislarot
el encéfalo y la médula espinal, manteniéndose siempre a 4°C, y diseccionandose rapidament
para obtener las areas correspondientes al hipotalamo, mesencéfalo, bulbo raquideo, cerebel
médula espinal, corteza frontal, hipocampo y cuerpo estriado, siguiendo el método de
GLOWINSKI y IVERSEN (1966) con ciertas modificaciones introducidas por nuestro
laboratorio. En primer lugar se separ6 por un corte transverso el rombencéfalo, obteniendc
mediante diseccion la médula espinal, con cuidado de no cortar el bulbo raquideo y el cerebelc
gue se separan a continuaciéon (Figuras 13 y 14). Seguidamente se diseccion6 el hipotalamc
mediante un corte transversal a nivel del quiasma 6ptico hasta la comisura anterior, que se tom
como referencia horizontal. Se continué tomando una muestra de la corteza frontal y se
procedié a la separacion del cuerpo estriado, mesencéfalo e hipocampo. Para la diseccién d
cuerpo estriado se tomaron las paredes externas de los ventriculos laterales como limite intern
y el cuerpo calloso como limite externo. Finalmente, se separaron el mesencéfalo y el

hipocampo.

Cada muestra de tejido se pes6é en una balanza electronica (Sartorius ER 182),
guardandose separadamente en tubos Eppendorf debidamente identificados. Las muestras
homogeneizaron por ultrasonidos con un sonicador Labsonic U-Braun, durante 4 minutos a
velocidad constante, manteniendo la temperatura de 4°C (tubos dentro de un recipiente con hiel
picado), en solucién de acido perclérico (HQIO®,4M y metabisulfito sédico (N&Os) al
0,1% (p/v), y en volumenes que variaron en funcién del tejidopuBQdipotalamo, hipocampo
y cuerpo estriado); 500L (corteza frontal, mesencéfalo y médula espinal); jd0Qcerebelo);

y 800 pL (bulbo raquideo). Es importante cumplir estrictamente las condiciones de
homogeneizacion ya que la ausencia de antioxidantes como el acido ascoérbico, de &acidc

perclérico en bajas concentraciones, asi como la luz y temperaturas elevadas puedel
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descomponer catecolaminas y, sobre todo, indolaminas (VERBIESE-GENARD 1983;

CAO y HOSHINO, 1998). Posteriormente, se centrifugaron a 12.000 ep.mna centrifuga
refrigerada RC5C de Sorwall Instruments Dupont con rotor para tubos Eppendorf a 4 °C durante
20 minutos. Se recogio el sobrenadante en tubos Eppendorf y todas las muestras se conservar
a —-80°C hasta el analisis del contenido en neurotransmisores monoaminérgicos por

cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

Tercer Experimento:

Se utilizaron 6 ratas Wistar hembra prefiadas de 60 dias de edad de 200 gramos de pe:
corporal, divididas en 2 grupos:

Grupo | (grupo control, 3 ratas3e le administr6 a cada rata 0,5 mL/dia de aceite de

maiz, durante los dias 6 a 21 de gestacion, y durante los dias 1 a 10 de lactancia. El tratamien
se administré por via oral mediante intubacién intragéstrica utilizando una jeringa acoplada a
una canula metélica.

Grupo 1l (3 ratas)los animales recibieron 20 mg amitraz/kg p.c. durante los dias 6 a 21

de gestacion, y durante los dias 1 a 10 de lactancia. El tratamiento se administré por via ora
mediante intubacion intragastrica utilizando una jeringa acoplada a una canula metalica. Se
prepar6 una solucién de amitraz en aceite de maiz a una concentracion de 8 mg/mL,
administrando el volumen correspondiente a cada rata para la dosis de 20 mg/kg p.c., es deci

0,5 mL por cada 200 g de peso corporal.

Durante el experimento, el agua y el alimento se dispusatdibitum para el periodo
completo de duracion del ensayo. Previamente a la administracién del tratamiento diario con
amitraz, o en los animales control con el vehiculo, se retiraba el alimento durante 6 horas,

volviéndose a colocar una hora después del mismo. En el estudio se determin6 el consum
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diario de alimento y la evolucién diaria del peso corporal de cada animal, asi como se les

observé diariamente por si pudiera aparecer algun signo de toxicidad.

Se ha usado la dosis de 20 mg/kg, por que se ha observado en estudios previos que es
dosis mas alta que no reduce la ingesta de agua o alimento o reduce la ganancia de peso para
animales durante la gestacion y la lactancia. Ademas esta dosis no induce modificacione:

hematoldgicas u otros signos clinicos o histopatolégicos de toxicidad.

Las ratas madre control (Grupo |) y las ratas madres tratadas (Grupo Il) tuvieron una
camada de 10+1 crias. En el dia 1 de nacimiento se seleccionaron al azar 12 ratas (6 hembras
6 machos) de cada grupo, realizandose los siguientes subgrupos:

Grupo I (6 machos) (animales nacidos de ratas madre control)

Grupo F (6 hembras) (animales nacidos de ratas madre control)

Grupo It (6 machos) (animales nacidos de ratas madre tratadas con amitraz)

Grupo If (6 hembras) (animales nacidos de ratas madre tratadas con amitraz)

Todas las crias de todos los subgrupos citados se mantuvieron individualmente en jaulas
hasta la edad de 60 dias alimentandose con pienso normal gdajbium Trascurrido este
periodo de 60 dias se sacrificaron los animales por dislocacion cervical, seguidas de
exanguinacion y decapitacion. Inmediatamente tras el sacrificio se aislaron el encéfalo y la
médula espinal, manteniéndose siempre a 4°C, y diseccionandose rapidamente para obtener |
areas correspondientes al hipotdlamo, mesencéfalo, bulbo raquideo, cerebelo, médula espine
corteza frontal, hipocampo y cuerpo estriado, siguiendo el método de GLOWINSKI y
IVERSEN (1966) con ciertas modificaciones introducidas por nuestro laboratorio. En primer
lugar se separd por un corte transverso el rombencéfalo, obteniendo mediante diseccion I

médula espinal, con cuidado de no cortar el bulbo raquideo y el cerebelo, que se separan
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continuacion (Figuras 13 y 14). Seguidamente se disecciono el hipotdlamo, mediante un corte
transversal a nivel del quiasma Optico hasta la comisura anterior, que se tom6 como referenci
horizontal. Se continué tomando una muestra de la corteza frontal y se procedi6 a la separacié
del cuerpo estriado, mesencéfalo e hipocampo. Para la diseccidén del cuerpo estriado se tomarc
las paredes externas de los ventriculos laterales como limite interno y el cuerpo calloso comc

limite externo. Finalmente, se separaron el mesencéfalo y el hipocampo.

Cada muestra de tejido se pes6é en una balanza electronica (Sartorius ER 182),
guardandose separadamente en tubos Eppendorf debidamente identificados. Las muestras
homogenizaron por ultrasonidos con un sonicador Labsonic U-Braun, durante 4 minutos a
velocidad constante, manteniendo la temperatura de 4°C (tubos dentro de un recipiente con hiel
picado), en solucién de acido perclérico (HQIO®,4M y metabisulfito sédico (N&Os) al
0,1% (p/v), y en volumenes que variaron en funcién del tejidopuBQdipotalamo, hipocampo
y cuerpo estriado); 500L (corteza frontal, mesencéfalo y médula espinal); jd0Qcerebelo);

y 800 pL (bulbo raquideo). Es importante cumplir estrictamente las condiciones de
homogenizacion ya que la ausencia de antioxidantes como el acido ascorbico, de acidc
perclérico en bajas concentraciones, asi como la luz y temperaturas elevadas puedel
descomponer catecolaminas y, sobre todo, indolaminas (VERBIESE-GENARD 1983;

CAO y HOSHINO, 1998). Posteriormente, se centrifugaron a 12.000 ep.mna centrifuga
refrigerada RC5C de Sorwall Instruments Dupont con rotor para tubos Eppendorf a 4 °C durante
20 minutos. Se recogio el sobrenadante en tubos Eppendorf y todas las muestras se conservar
a —80°C hasta el andlisis del contenido en neurotransmisores monoaminérgicos por

cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).
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2.2. DETERMINACION ANALITICA DE SEROTONINA (5-HT), DOPAMINA (DA),

NORADRENALINA (NA) Y SUS METABOLITOS

Existen distintos métodos analiticos para la separacion y cuantificacion de DA,
5-HT, NA y sus metabolitos en tejidos del SNC y en otros tejidos y fluidos bioldgicos. Entre
éstos los mas importantes son la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de ma:s
(GC-MS) (KAROUM et al, 1975; WARSHet al, 1980; WAGNERet al, 1982), y la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con deteccién por fluorescencia
(KRSTULOVIC y POWELL, 1979; FORSTER y MACDONALD, 1999) y con deteccion
electroquimica (MULLER y UNSICKER, 1981; WAGNERt al, 1982; BRYAN vy

O’DONNELL, 1989).

Actualmente, el método mas utilizado para el analisis de indolaminas y catecolaminas en
muestras biolégicas es el de la HPLC con columnas de fase reversa y con deteccior
electroquimica (KISSINGER al, 1973; MEFFORD y BARCHAS, 1980; MICHAUBL al,

1981; HOLZER y SKOFITSCH, 1984; BRODIE y OPACKA, 1985; BOYD al, 1987;
COLADO et al, 1988, 1993a, 1997, 1999; MURAI al, 1988; SUNOLet al, 1988a,b; PE&t

al., 1989; ROBINSONet al, 1989; BENWELL y BALFOUR, 1992; ANDREWSt al, 1993;
BALLARIN et al, 1994; VIVEROSet al, 1995; FORSTER y MACDONALD, 1999;
ESTEBANet al, 2001; LAWRENCEet al, 2002). En nuestro caso el método HPLC utilizado

es el descrito por COLADGt al. (1993b), con modificaciones realizadas en nuestro laboratorio
(FERNANDEZ et al, 1995), metodologia escogida por su linealidad, repetitivilidad intra e inter
dia y sensibilidad (limite de deteccidbn y cuantificacién). Para el andlisis del principal
metabolito de la noradrenalina el 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) en muestras bioldgicas,
el método mas utilizado es el de la HPLC con columnas de fase reversa y con deteccion po

fluorescencia (ARTIGAS et g11986).
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2.2.1. Determinacion analitica de 5-HT y su metabolito el acido 5-hidroxi-3-indolacético

(5-HIAA)

Se tomaron 20 pL de los sobrenadantes de los homogeneizados de cada una de Ig
regiones del SNC almacenadas a —80°C, que se inyectaron en un sistema cromatografico cc
una columna en fase reversa Teknokroma Nucleosil 1266C5 um (particula de relleno), 12,5
cm de largo y 0,4 cm de didmetro interno. El sistema cromatogréafico (HPLC) utilizado fue un
Shimadzu modelo LC-9A equipado con un detector electroquimico Shimadzu L-ECD-6A, y un
integrador con procesador de datos Shimadzu Chromatopac C-R6A. Como fase mdovil se utilizé
una mezcla de monofosfato disddico dihidratado o ®&,.2H,0) 0,1 M, &cido citrico
monohidratado 0,1 M (pH=3,5) y metanol (400:500:70 v:v:v); EDTA 0,9 mM y &cido 1-
octanosulfénico (sal sodica) 1,6 mM. La fase movil se prepard diariamente. El flujo utilizado
fue de 1,0 mL/min. El eluyente de la columna se monitorizé por deteccion electroquimica a un
potencial fijado de +0,63 V entre el electrodo de trabajo (Glassy carbon) y el de referencia
(Ag/AgCI). Las areas de los picos de los cromatogramas se cuantificaron utilizando la técnica
del estandar externo mediante el uso de soluciones estandar de referencia de 5-HT y 5-HIAA
Estas soluciones estandar se prepararon en una solucién de acido percléricg) QHIGIO

conteniendo 0,1% (p/v) de metabisulfito s6dicoBd@s).

Para las muestras estudiadas de tejido de SNC, las curvas fueron lineales pare
concentraciones en el rango de 5 ng/mL hasta 500 ng/mL para 5-HT y 5-HIAA, los coeficientes
de variacion intra-dia y los coeficientes de variacion inter-dia fueron inferiores al 4%, y la
recuperacion analitica media fue del 100% para 5-HT y 5-HIAA. El método fue selectivo para
los compuestos estudiados 5-HT y 5-HIAA, no observandose en los cromatogramas ningune
interferencia con otros compuestos enddgenos propios de las muestras bioldgicas estudiad:

(Figuras 13y 14).
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CHROMATOPAC ~ G-RBA FILE 2
SAMPLENO O METHOD 484
REFORTNO 967 SAMPLE WT 100
PKNO TIME AREA MK IDNO  CONC  NAME

5  14.417 384971 1 1.5422 BHIAA

8 22867 375748 2 17389 BHT

Figura 13. Cromatograma de una mezcla de estandar que contiene 5-HT y 5-HIAA.
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CHROMATOPAC  C-RBA FILE 2
SAMPLE NO 0 METHOD 464
REPORT NO 988 SAMPLE WT 100
PKNO TIME AREA MK IDNO CONGC NAME

3 14.397 195231 1 0.7821 BHIAA

5 22.375 385321 2 1.7832 5HT

Figura 14. Cromatograma de una muestra de corteza frontal (79,9 mg), extraida en un volumen
final de 500 pL; volumen de inyecciéon 20 pL.
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2.2.2. Determinaciéon analitica de NA y de DA y sus metabolitos el éacido 3,4-

dihidroxifenilacético (DOPAC) y el acido homovanilico (HVA)

Se tomaron 20 pL de los sobrenadantes de los homogeneizados de cada una de Ig
regiones del SNC estudiados y almacenadas a —80°C, las cuales se inyectaron en un sister
cromatografico con una columna en fase reversa Teknokroma Nucleosil ;422 G um
(particula de relleno), 12,5 cm de largo y 0,4 cm de diametro interno. El sistema cromatogréfico
(HPLC) utilizado fue un Shimadzu modelo LC-9A equipado con un detector electroquimico
Shimadzu L-ECD-6A, y un integrador con procesador de datos Shimadzu Chromatopac C-R6A.
Como fase movil se utiliz6 una mezcla de monofosfato disédico dihidrataddRRNa2H,0)

0,1 M, acido citrico monohidratado 0,1 M (pH=3,5) y metanol (400:500:70 v:v:v); EDTA 0,9
mM vy acido 1l-octanosulfénico (sal sédica) 1,6 mM. La fase moévil se preparé diariamente. El
flujo utilizado fue de 1,0 mL/min. El eluyente de la columna se monitorizé por deteccion
electroquimica a un potencial fijado de +0,80 V entre el electrodo de trabajo (Glassy carbon) y
el de referencia (Ag/AgCl). Las areas de los picos de los cromatogramas se cuantificaron
utilizando la técnica del estandar externo mediante el uso de soluciones estandar de referenc
de NA, DA, DOPAC y HVA Estas soluciones estandar se prepararon en una solucién de acido

perclérico (HCIQ) 0,4M conteniendo 0,1% (p/v) de metabisulfito sddico,8xas).

Para las muestras de tejido de SNC estudiadas, las curvas fueron lineales pare
concentraciones en el rango de 1 ng/mL hasta 300 ng/mL para NA, DOPAC y HVA; y en el
rango de 1 ng/mL hasta 1000 ng/mL para DA. Los coeficientes de variacion intra-dia y los
coeficientes de variacion inter-dia fueron inferiores al 4%. En las muestras tisulares de SNC la
recuperacién analitica media fue del 100% para NA, DA, DOPAC y HVA. El método fue
selectivo para NA, DA, DOPAC y HVA, no observdndose en los cromatogramas ninguna

interferencia con otros compuestos enddgenos, propios de las muestras bioldgicas (Figuras 15
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CHROMATOPAC  C-RBA FILE 1
SAMPLE NO 0 METHOD 464
REPORT NO 754 SAMPLE WT 100
PKNO TIME AREA MK IDNO CONC NAME

3 4.508 263848 1 0.7287 NA

4 7.375 240334 2 0.7888 DOPAC

6 15.75 287771 3 1.1296 DA

7 20.183 316140 4 1.5385 HVA

Figura 15. Cromatograma de una mezcla de estandar que contiene NA, DA, DOPAC y HVA.
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CHROMATOPAC ~ C-RBA FILE 1
SAMPLE NO 0 METHOD 464
REPORT NO 778 SAMPLE WT 100
PKNO TIME AREA MK IDNO CONC NAME
2 4.429 372537 1 1.0283 NA
3 7.219 84219 2 0.2108 DOPAC
5 15636 263620 3 1.0348 DA
6 19.978 39001 4 0.1898 HVA

Figura 16. Cromatograma de una muestra de médula espinal (104,2 mg), extraida en un

volumen final de 500 pL; volumen de inyeccion 20 uL.
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2.2.3. Determinacion analitica del metabolito de la NA el 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol

(MHPG)

Se tomaron 20 pL de los sobrenadantes de los homogeneizados de cada una de Ig
regiones del SNC estudiadas y almacenadas a —80°C, las cuales se inyectaron en un sister
cromatografico con una columna en fase reversa Teknokroma Tracer Extrasil ODS de 25 pn
(particula de relleno), 25 cm de largo y 0,4 cm de diametro interno. El sistema cromatografico
(HPLC) utilizado fue un Shimadzu modelo LC-10AS equipado con un detector fluorimétrico
Shimadzu RF-551 y un integrador con procesador de datos Shimadzu Chromatopac C-R6A
Como fase movil se utiliz6 una mezcla de monofosfato disédico dihidratadd RRa2H,0),

0,06 M, acido citrico monohidratado 0,03 M y agua csp 1000 mL. A continuacién se retiro 75

mL de la solucién y se afiadié 75 mL de metanol mezclandose suavemente. El flujo utilizado
fue de 1,0 mL/min. El eluyente de la columna se monitoriz6 por deteccion fluorimétrica con una
longitud de onda de excitacién de 275 nm y una longitud de onda de emision de 315 nm. Las
areas de los picos de los cromatogramas se cuantificaron utilizando la técnica del estanda
externo mediante el uso de soluciones estandar de referencia de MHPG. Estas solucione
estandar se prepararon en una solucion de acido perclérico JHAM conteniendo 0,1%

(p/v) de metabisulfito sédico (N&Os).

Para las muestras estudiadas de tejido de SNC, estudiadas las curvas fueron lineales pa
concentraciones en el rango de 1 ng/mL hasta 300 ng/mL para MHPG. Los coeficientes de
variacion intra-dia y los coeficientes de variacion inter-dia fueron inferiores al 4%. En las
muestras tisulares de SNC, la recuperacion analitica media fue del 100% para el MHPG. El
método fue selectivo para MHPG, no observandose en los cromatogramas ninguna interferenci

con otros compuestos enddgenos, propios de las muestras biologicas (Figura 17 y 18).
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CHROMATOGRATMNM 1 MEMOGRIZED

CHROMATOPAC C-R&A FILE 4
SAMPLE NO a METHOD 464
REFORT HNO 4376 SANPLE HT top
PEMO TIME ARER MK IDHO COaME NAME

1 1.393 £33

2 3.467 406

3 7.325 11ar79 1 2.1968 HMHPG

TOTAL 12112 2.19&68

Figura 17. Cromatograma de un estandar de MHPG.
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CHROMATOGRAN 1& MEMORIZED
CHROMATOPALC C-REA FILE 4
SAMPLE NO £} METHOQD 464
REPORT NO 5003 SAMPLE HT loo
PKNO TIME AREA HNK IDNO CONC HAME

1 2.132 1899

2 2.433 4856 ¥

3 2.792 1508 ¥

4 3.192 1817 ¥

3 3.633 158558 V¥

& 3.%8 233108 SV

g 4.588 ge2 T

] 4,993 3636 T

9 5.417 4487 T

1@ 5.783 40684 ¥

11 7.048 21eg 1 f.3838 MHPO

iz 2.138 124680

3 9.857 ii663 ¥

14 fg.c08 FeF ¥

15 ig.688 3393

1é 13.39 51767 ¥

17 14,458 13438 ¥

TOTAL 3628192 8.3638

Figura 18. Cromatograma de una muestra de cuerpo estriado (60 mg), extraida en un volumen

final de 300 pL; volumen de inyeccién 20 uL.
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2.3. ANALISIS DE DATOS

Todos los datos obtenidos se expresan como el valor medio £+ ESM (error estandar de I
media) con el nimero de animales indicado entre paréntesis, es decir, para cada region cerebt
6 muestras a partir de 6 animales. Las diferencias fueron consideradas significBtge85a
(test de la de Student). El andlisis estadistico se realiz6 mediante el programa SPSS 10.0 pare
Windows mediante la aplicacion del testet Student.

2.4. REACTIVOS Y EQUIPOS

2.4.1. Reactivos

* Amitraz: grado técnico (pureza del 95,0-101,5 %); donado por los Lavoratorios Virbac

SA. Envasado en frasco ambar. Se mantuvo refrigerado a temperatura no superior a 4°C.

* Aceite de maiz (Mazola)

Reactivos para la preparacion de las fases méviles en la determinaciéon de monoaminas:

« di-Sodio hidrogenofosfato dihidrato para analisis (monofosfato disédico de hidrégeno,

monofosfato disodico, fosfato sddico dibasico) (HD®.2H0), min. 99,5 %, Merck

106580, M.M. 177,99 g/mol. Conservado a temperatura ambiente.

» Acido citrico monohidrato (§1g0;.H20), 99,5 — 100,5 %, Merck 100242, M.M 210,14

g/mol. Conservado a temperatura ambiente.
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Acido etiléndiaminotetraacético (sal disddica, dihidrato) (EDTA)
(C10H14N2Na0g.2H,0), Merck 159294, M.M. 372,24 g/mol. Conservado a temperatura

ambiente.

Acido 1-octanosulfénico (sal sédica)gfdi;0sSNa), aprox. 98 %, Sigma 0 8380, M.M.

216,3 g/mol. Conservado a temperatura ambiente.

Metanol de grado HPLC, Scharlau ME 0306, M.M. 32,04. Conservado a temperatura

ambiente.

Neurotransmisores y metabolitos:

Acido 5-hidroxiindol-3-acético (5-HIAA) (@HoNOs), 98-100%, Sigma H 8876, M.M.

191,2 g/mol. Conservado a < 0°C.

(x)-Arterenol (hidrocloruro) @]-norepinefrina, noradrenalina, NA) £81:NO3.HCI),

Sigma A 7256, M.M. 205,6 g/mol. Conservado a < 0°C.

5-Hidroxitriptamina (serotonina, 5-HT) (complejo creatinina sulfato)

(C14H19N50,.H,SQy), Sigma H 7752, M.M. 387,4 g/mol. Conservado <2-8°C.

Acido 4-hidroxi-3-metoxi-fenilacético (acido homovanilico; HVA)otGOs), Sigma H

1252, M.M. 182,2 g/mol. Conservado a temperatura ambiente.

Acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) @EgOs), Sigma D 9128, M.M.

168,1 g/mol. Conservado a temperatura ambiente.
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3-Hidroxitiramina (dopamina, DA) (hidrocloruro) §811NO..HCI), Sigma H 8502,

M.M. 189,6 g/mol. Conservado a temperatura ambiente.

3-Metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) (@H1204.1/2GH10N2), Sigma H 1377, M.M.

227.3 g/ mol. Conservar < 0y 5°C.

Reactivos para la preparacion de las soluciones estandar de referencia de los

neurotransmisores y metabolitos estudiados:

2.4.2.

Acido perclorico 70-72% para analisis, Merck 100519, M.M. 100,46 g/mol, d 1,68

g/cnt (20°C). Conservado a temperatura ambiente.

Sodio disulfito para andlisis (sodio metabisulfito) {8z5,), Merck 106528, M.M.

190,10 g/mol, d 1,48 g/chf20°C). Conservado a temperatura ambiente.

Equipos

Agitador Heidolph Reax top.

Balanza BP 310S (Sartorious).

Balanza de precision ER 182 (Sartorious).

Bafo de ultrasonidos Transsonic 460 (Elma).

Sonicador Labsonic U-Braun (B. Braun Melsungen AG).

Congelador modelo ULT1386-5-V12 (Revco) (-80°C).

pHmetro pH510 X8 Instruments.

Centrifuga refrigerada modelo RC5C (Sorwall Instruments. Du Pont) con rotor para

tubos Eppendorf.
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e Bafio modelo Ultrasonic-320 ( Selecta)
» Sistema cromatdgrafo HPLC Shimadzu modelo LC-9A:
» Detector electroquimico Shimadzu L-ECD-6A
* Procesador de datos Shimadzu Chromatopac C-R6A
* Columna de fase reversa Teknokroma (TR-416306) Nucleosil 12(®@s,
125 cm x 0,4 cm).
e Sistema cromatdgrafo HPLC Shimadzu modelo LC-10AS:
» Detector fluorimetrico Shimadzu RF-551
* Procesador de datos Shimadzu Chromatopac C-R6A
* Columna de fase reversa Teknokroma (TR-416059) Tracer Extrasil ODS (25

us, 25 cm x 0,4 cm).
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3. RESULTADOS

3.1. EFECTO DEL AMITRAZ EN RATAS DE 30 DIAS DE EDAD

Ratas macho de 30 dias de edad tratadas por via oral con amitraz disuelto en aceite de maiz a
dosis mas alta (80 mg/kg p.c./dia, 5 dias) mostraron una incoordinacion motora ligera, efectos
gue se presentaron aproximadamente entre 1 y 2 h tras el tratamiento. Estos signos fuero
reversibles y aproximadamente, a las 6 horas después del tratamiento las ratas se comportab

de manera normal.

En las ratas tratadas con 20 mg amitraz/kg p.c./dia durante 5 dias no se observé, al fing
de los 5 dias de tratamiento, ningun efecto en la ganancia o el incremento de peso corporal co
respecto de las ratas control. Sin embrago, en las ratas tratadas con 50 y 80 mg amitraz/k
p.c./dia durante 5 dias se observo, al final de los 5 dias de tratamiento, una disminucior
significativa del 44% R<0,01) y del 64% R<0,001), respectivamente, en el incremento del
peso corporal. El tratamiento de los animales con amitraz a las 3 dosis ensayadas no afecté
peso de los tejidos (regiones cerebrales), ni a la relacion peso tejido/peso corporal (%) cor

respecto a los animales control.
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3.1.1. Efecto del amitraz sobre el contenido de 5-HT y 5-HIAA en el SNC

El tratamiento con amitraz por via oral afectd de forma dosis-dependiente el contenido
de 5-HT y de su metabolito 5-HIAA en las regiones del SNC estudiadas (Tablas 20, 21 y 22). El
contenido de 5-HT (ng/g de tejido) en regiones del SNC en los animales del grupo control, y de
los grupos tratados se presenta en la Tabla 20. El contenido de 5-HIAA (ng/g de tejido) en
regiones del SNC en los animales del grupo control y de los grupos tratados se presenta en |
Tabla 21. La Tabla 22 recoge los resultados expresados en las Tablas 20 y 21, incluyendt

adem@s la tasa de recambio (5-HIAA/5-HT).

Los resultados expresados en las Tablas 20, 21 y 22 demuestran que:

* En los animales tratados con la dosis de 20 mg amitraz/kg p.c./dia durante 5 dias se
produjo en todas las regiones del SNC, excepto en el bulbo raquideo y en el hipocampo
un aumento estadisticamente significativo del contenido de 5-HT, respecto a los
animales control. Este aumento fue del rango del 11% al 32%. En cuanto al contenido de
5-HIAA, se produjo en todas las regiones del SNC, excepto en la corteza frontal,
mesencéfalo e hipocampo, una pérdida estadisticamente significativa, respecto a los
animales control. Esta pérdida fue del rango del 11% al 60%. La tasa de recambio sufrio
un descenso estadisticamente significativo en todas las regiones del SNC, excepto en ¢

hipotalamo e hipocampo. Este descenso fue del rango del 19% al 64%.

* En los animales tratados con la dosis de 50 mg amitraz/kg p.c./dia durante 5 dias se
produjo, en todas las regiones del SNC, un aumento estadisticamente significativo del
contenido de 5-HT, respecto a los animales control. Este aumento fue del rango del 7%

al 80%. En cuanto al contenido de 5-HIAA, se produjo en todas las regiones del SNC,
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una pérdida estadisticamente significativa, respecto a los animales control. Esta pérdide
fue del rango del 22% al 80%. La tasa de recambio disminuyo de forma estadisticamente
significativa en todas las regiones del SNC. Esta disminucién fue del rango del 33% al

79%.

* En los animales tratados con la dosis de 80 mg amitraz/kg p.c./dia durante 5 dias se
produjo en todas las regiones del SNC, un aumento estadisticamente significativo del
contenido de 5-HT, respecto a los animales control. Este aumento fue del rango del 17%
al 113%. En cuanto al contenido de 5-HIAA, se produjo en todas las regiones del SNC,
una pérdida estadisticamente significativa, respecto a los animales control. Esta pérdide
fue del rango del 37% al 82%. La tasa de recambio disminuy6 de forma estadisticamente
significativa en todas las regiones del SNC, excepto en la corteza frontal. Esta

disminucién fue del rango del 60% al 90%.

En conclusion, el amitraz de forma dosis-dependiente origina un aumento del contenido de
5-HT y un descenso del contenido del metabolito 5-HIAA, ambos estadisticamente
significativos, en las regiones cerebrales estudiadas. A la dosis mas alta ensayada (80 m
amitraz/kg p.c./dia, 5 dias), el efecto sobre el aumento del contenido de 5-HT en orden
decreciente fue: mesencéfalo> hipocampo> cuerpo estriado> corteza frontal> medula>
hipotalamo> cerebelo> bulbo, y el efecto sobre el descenso del contenido en 5-HIAA en orden
decreciente fue: cuerpo estriado> bulbo> hipocampo> corteza frontal> hipotalamo> cerebelo>

medula> mesencéfalo.
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Tabla 20. Efecto del amitraz sobre el contenido de 5-HT (ng/g de tejido) en regiones del SNC
de ratas de 30 dias de edad.

5-HT (ng/g de tejido)

HT MS CB BL MD CF CE HC
Grupo | 2182,65+| 957,41 + | 204,79 + | 2814,90 £| 1220,97 +| 444,62+ | 441,94+ | 464,93
Control 48,06 67,04 1,92 31,21 24,45 18,09 10,98 54,43
Grupo Il
Tratado 2421,32 +| 1251,09 +| 231,07 £ | 2915,12 +| 1403,98 £| 501,77 £ | 524,59 + | 534,49 +
via oral 56,62** 41,40** 3,65+ 47,24 32,15* 17,99* 12,75%** 42,27
20 mg/kg/dia (10,93%) | (32,33%) | (12,84%) (14,99%) | (12,85%) | (18,70%)
5 dias
Grupo Il

Tratado 2536,96 +| 1721,35+| 255,52 + | 3023,68 +| 1607,46 +| 102,74+ | 724,99+ | 636,90 +
via oral 17,67 | 37,77** 7,57%%* 63,49 39,83*** 4,96** 10,30*** 31,06*
50 mg/kg/dig (13,23%) | (79,79%) | (24,77%) | (7,42%) | (31,65%) (53%) (62,28%) | (36,99%)

5 dias

Grupo IV
Tratado 2888,28 +| 2040,99 +| 264,43 + | 3284,01 +| 1945,39+| 756,86+ | 807,61+ | 839,98
via oral 33,50*** | 36,54*** | 3,69 | 58 01%* | 12,40"* | 53,16** 7,88%* | 46,04*+*

80 mg/kg/dia (32,33%) | (113,18%)| (29,12%) | (16,67%) | (59,33%) | (70,23%) | (79,28%) | (80,67%)
5 dias

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento) en porcentaje, con respecto al grupo control

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPt®j05,” P<0,01 y™ P<0,001.

HT: hipotalamo; MS: mesencéfalo; CB: cerebelo; BL: bulbo raquideo; MD: médula espinal; CF: corteza frontal;

CE: cuerpo estriado; HC: hipocampo.
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Tabla 21. Efecto del amitraz sobre el contenido de 5-HIAA (ng/g de tejido) en regiones del
SNC de ratas de 30 dias de edad.

5-HIAA (ng/g de tejido)

HT MS CB BL MD CF CE HC
Grupo | 1374,41 +| 1002,74 +| 203,94 + | 1879,31 +| 685,89+ | 341,61+ | 630,51+ | 730,62 +
Control 71,07 81,21 0,66 18,28 23,53 22,84 23,00 21,52
Grupo Il
Tratado 1135,45+| 965,70+ | 81,99+ | 1085,13+| 612,88+ | 290,82+ | 54681+ | 709,44 +
via oral 49,25* 48,30 0,90%** | 31,21%* 19,33* 23,19 11,21 24,61

20 mg/kg/dia (-17,39%) (-59,80%) | (-42,26%) | (-10,64%) (-13,27%)

5 dias

Grupo Il

Tratado 1069,32 +| 685,72+ | 74,10+ | 870,30+ | 411,77+ | 102,74+ | 134,73+ | 227,16
via oral 34,87* 22,82* 4,10%** 66,74%* | 11,63*** 4,96%** 2,31%* 15,04%*
50 mg/kg/dia (-22,20%) | (-31,62%) | (-63,67%) | (-57,06%) | (-39,97%)| (-69,93%)| (-79,56%) | (-68,91%)

5 dias

Grupo IV
Tratado 730,06 + | 627,20+ | 68,89+ | 361,63+ | 239,68+ | 91,31+ | 110,41+ | 194,96 +
via oral 48,75%* 22,71* 2,81%** 24,44%** 8,71*** 6,35%** 1,52%** 12,97%**

80 mg/kg/dia (-46,88%) | (-37,45%) | (-66,22%)| (-80,76%)| (-65,05%) | (-73,27%)| (-82,41%)| (-73,32%)
5 dias

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (disminucion) en porcentaje, con respecto al grupo control (grupo ).
Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPt®j05,” P<0,01 y™ P<0,001.

HT: hipotalamo; MS: mesencéfalo; CB: cerebelo; BL: bulbo raquideo; MD: médula espinal; CF: corteza frontal;

CE: cuerpo estriado; HC: hipocampo.
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Tabla 22. Efecto del amitraz sobre el contenido de 5-HT (ng/g de tejido) y 5-HIAA (ng/g de

tejido) en regiones del SNC de ratas de 30 dias de edad.

Hipotalamo Mesencéfalo Cerebelo Bulbo raquideo
Grupo | Control
5-HT 2182,65* 48,06 957,41 £ 67,04 204,79 £1,92 2814,90 + 31,21
5-HIAA 1374,41 + 71,07 1002,74 + 81,21 203,94 + 0,66 1879,31 + 18,28
5-HIAA/5-HT 0,63 + 0,04 1,05 +0,05 1+0,01 0,67 £ 0,01

Grupo Il Tratado
via oral
20 mg/kg/dia, 5 dias

5-HT

5-HIAA

5-HIAA/S-HT

2421,32 + 56,62**
(10,93%)

1135,45 + 49, 25*
(-17,39%)

0,47 + 0,2 *
(-26,00%)

1251,09 + 41,40%
(30,67%)
965,70 + 48,30

0,78 + 0,04*
(-25,99%)

231,07 + 3,65%**
(12,84%)

81,99 + 0,9%*
(-59,80%)

0,36 + 0,00%**
(-64,36%)

2915,12 + 47,24

1085,13 + 31,21%*
(-42,26%)

0,37 + 0,01%*
(-44,19%)

Grupo Il Tratado
via oral
50 mg/kg/dia, 5 dias

5-HT

5-HIAA

5-HIAA/S-HT

2536,96 + 17,67+
(16,23%)

1069,32 + 34,87*
(-22,20%)

0,42 + 0,01*
(-33,46%)

1721,35 + 37,77+
(79,79%)

685,72 + 22,82+
(-31,62%)

0,4 +0,02%*
(-61,82%)

255,52 + 7,57+
(24,77%)

74,10 + 4,10%*
(-63,67%)

0,29 + 0,02%**
(-70,78%)

3023,68 + 63,49*
(7,42%)

870,30 + 66,74
(-57,06%)

0,29 + 0,03%**
(-59,96%)

Grupo IV Tratado
via oral
80 mg/kg/dia, 5 dias

5-HT

5-HIAA

5-HIAA/S-HT

2888,28 + 33,50**
(32,33%)

730,06 + 48,75
(-46,88%)

0,25 + 0,02%**
(-60,08%)

2040,99 + 36,54**
(113,18%)

627,20 + 22,71%*
(-37,45%)

0,31 + 0,01%*
(-70,66%)

264,43 + 3,69*+
(29,12%)

68,80 + 2,81
(-66,22%)

0,26 % 0,01%**
(-73,78%)

3284,01 + 58,01%*
(16,67%)

361,63 + 24,44%
(-80,76%)

0,11 + 0,01%**
(-83,44%)

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento y/o disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPt®j05,” P<0,01 y™ P<0,001.
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Tabla 22 (-continuacion-).

Médula espinal

Corteza Frontal

Cuerpo estriado

Hipocampo

Grupo | Control
5-HT

5-HIAA
5-HIAA/5-HT

1220,97 + 24,45
685,89 + 23,53
0,56 + 0,01

444,62 + 18,09
341,61 + 22,84
0,77 £ 0,04

441,94 +£10,98
630,51 + 23,00
1,43 + 0,06

464,93 £54,43
730,62 + 21,52
1,70+ 0,23

Grupo Il Tratado
via oral
20 mg/kg/dia, 5 diag

5-HT

5-HIAA

5-HIAA/5-HT

1403,98 + 32,15
(14,99%)

612,88 + 19,33
(-10,64%)

0,44 + 0,02+
(-26,33%)

501,77 + 17,99*
(12,85%)
290,82 + 23,19

0,59 + 0,06*
(-23,60%)

524,59 + 12,75
(18,70%)

546,81 + 11,21**
(-13,27%)

1,05 + 0,03%+
(-26,94%)

534,49 + 42,27

709,44 + 24,61

1,38 + 0,15

Grupo Il Tratado
via oral
50 mg/kg/dia, 5 dias

5-HT

5-HIAA

5-HIAA/S-HT

1607,46 + 39,83
(31,65%)

411,77 +11,63%+
(-39,97%)

0,26 + 0,01%**
(-54,30%)

684,64 + 58,48**
(53,98%)

102,74 + 4,96+
(-69,93%)

0,16 + 0,02%**
(-79,48%)

724,99 + 10,30%*
(64,05%)

134,73 £ 2,31+
(-78,63%)

0,19 + 0,00%**
(-87,00%)

636,90 + 31,06*
(36,99%)

227,16 + 15,04
(-68,91%)

0,36 + 0,03%**
(-78,76%)

Grupo IV Tratado
via oral
80 mg/kg/dia, 5 dias

5-HT

5-HIAA

5-HIAA/S-HT

1945,39 + 12,40%
(59,33%)

239,68 + 8,71+
(-65,05%)

0,12 + 0,00%**
(-78,06%)

756,86 + 91,31%*
(70,23%)

91,31 + 6,35
(-73,27%)

0,12 + 0,01%**
(-83,74%)

807,61 + 7,88%+
(82,74%)
110,41 + 1,52%+
(-82,49%)

0,14 + 0,00%**
(-90,44%)

839,98 + 46,04
(80,67%)

194,96 + 12,97***
(-73,32%)

0,24 + 0,02%**
(-86,02%)

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento y/ o disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPt®)05,” P<0,01y~ P<0,001.
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3.1.2. Efecto del amitraz sobre el contenido de DA, DOPAC y HVA en el SNC

El tratamiento con amitraz por via oral afecté de forma dosis-dependiente el contenido de DA, y
de sus metabolitos DOPAC y HVA en las regiones del SNC estudiadas (Tablas 23, 24, 25 y 26)
El contenido de DA (ng/g de tejido) en regiones del SNC en los animales del grupo control, y de
los grupos tratados se presenta en la Tabla 23. El contenido de DOPAC (ng/g de tejido) er
regiones del SNC en los animales del grupo control, y de los grupos tratados se presenta en |
Tabla 24. El contenido de HVA (ng/g de tejido) en regiones del SNC en los animales del grupo
control, y de los grupos tratados se presenta en la Tabla 25. La Tabla 26 recoge los resultadc
expresados en las Tablas 23, 24 y 25, incluyendo ademas la tasa de recambic

(DOPAC+HVA/DA).

Los resultados expresados en las Tabla 23, 24, 25 y 26 demuestran que:

* En los animales tratados con la dosis de 20 mg amitraz/kg p.c./dia durante 5 dias se
produjo en todas las regiones del SNC un aumento estadisticamente significativo del
contenido de DA, respecto a los animales control. Este aumento fue del rango del 10% al
93%. En cuanto al contenido de DOPAC, se produjo una pérdida estadisticamente
significativa en todas las regiones del SNC, excepto en el bulbo raquideo, mesencéfalo y
cuerpo estriado, respecto a los animales control. Esta perdida fue del rango del 12% al
27%. El contenido de HVA también se redujo de forma estadisticamente significativa en
todas las regiones del SNC, respecto a los animales control. Esta disminucion fue del
rango del 6% al 66%. Se observlo una disminucion estadisticamente significativa en la
tasa de recambio de DA en todas las regiones del SNC, excepto en el mesencéfalo. Est

disminucién fue del rango del 12% al 67%.
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En los animales tratados con la dosis de 50 mg amitraz/kg p.c./dia durante 5 dias se
produjo un aumento estadisticamente significativo del contenido de DA en todas las
regiones del SNC, respecto a los animales control. El incremento fue del rango del 14%
al 512%. En cuanto al contenido de DOPAC, se observd una disminucion

estadisticamente significativa en todas las regiones del SNC, respecto a los animales
control, excepto en el mesencéfalo. Esta disminucion fue del rango del 21% al 76%. El
contenido de HVA también se redujo de forma estadisticamente significativa en todas
las regiones del SNC, respecto a los animales control. Esta disminucion fue del rango del
37% al 92%. Se observé una disminucién estadisticamente significativa en la tasa de
recambio de DA en todas las regiones del SNC. Esta disminucién fue del rango del 37%

al 92%.

En los animales tratados con la dosis de 80 mg amitraz/kg p.c./dia durante 5 dias se
produjo un aumento estadisticamente significativo del contenido de DA en todas las
regiones del SNC, respecto a los animales control. Este incremento fue del rango del
31% al 708%. En cuanto al contenido de DOPAC, se observo una disminucion

estadisticamente significativa en todas las regiones del SNC, respecto a los animales
control. Esta disminucion fue del rango del 37% al 85%. El contenido de HVA también

se redujo de forma estadisticamente significativa en todas las regiones del SNC, respect:
a los animales control. Esta disminucién fue del rango de 86% al 126%. Se observo una
disminucién significativa en la tasa de recambio de DA en todas las regiones del SNC.

Esta disminucién fue del rango del 55% al 96%.
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En conclusion, el amitraz de forma dosis-dependiente origina un aumento del contenido de
DA y un descenso del contenido de sus metabolitos DOPAC y HVA, ambos estadisticamente
significativos, en las regiones cerebrales estudiadas. A la dosis mas alta ensayada (80 m
amitraz/kg p.c./dia, 5 dias), el efecto sobre el aumento del contenido de DA en orden
decreciente fue: corteza frontal> hipocampo> mesencéfalo> hipotdlamo> medula> bulbo>
cerebelo> cuerpo estriado; el efecto sobre el descenso del contenido en DOPAC en ordel
decreciente fue: cerebelo> bulbo> mesencéfalo> hipocampo> corteza frontal> hipotalamo>
cuerpo estriado> medula, y el efecto sobre el descenso del contenido en HVA en orden
decreciente fue: hipotdlamo> mesencéfalo> hipocampo> medula> cerebelo> corteza frontal>

bulbo> cuerpo estriado.
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Tabla 23. Efecto del amitraz sobre el contenido de DA (ng/g de tejido) en regiones del SNC de
ratas de 30 dias de edad.

DA (ng/g de tejido)

HT MS CB BL MD CF CE HC
Grupo | 337,64+ | 140,59+ | 7445+ | 321,79+ | 67,79+ | 34,77+ | 6366,68 +| 11591+
Control 3,98 3,88 3,13 7,05 2,52 0,58 112,03 1,22
Grupo Il
Tratado 426,06 £ | 162,09+ | 98,82+ | 443,24+ | 108,54+ | 67,20% | 6996,09 +| 221,77 +
via oral 2,67** 4,31 2,52%** 7,52%** 3,16%** 0,98*** 119,44%* | 4,32%**

20 mg/kg/dia (26,19%) | (15,29%) | (32,73%) | (37,74%) | (60,11%) | (93,26%) | (9,89%) | (91,33%)
5 dias

Grupo Il
Tratado 522,42 + | 328,08+ | 114,51+ | 573,64+ | 146,57 +| 212,78 + | 7250,90 +| 482,83 +
via oral 12,19%* | 7,56%*= 5,65%** 10,50%* | 3,96*** 4,19%* 76,86%** | 4,02%*

50 mg/kg/dia (54,73%) | (133,36%)| (53,80%) | (78,27%) | (116,20%)| (511,96%)| (13,89%) | (316,55%)
5 dias

Grupo IV
Tratado 952,08+ | 43533+ | 12297+ | 676,84+ | 168,99 +| 281,11+ | 8308,86 +| 637,27
via oral 8,48*** 8,90*** 2,60%** 14,15%* | 5 04%** 3,99%** | 64,15%* | 10,26***
80 mg/kg/dia (181,98%)| (209,64%)| (65,18%) | (110,34%)| (149,27%)| (708,47%)| (30,51%) | (449,79%)

5 dias

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPt®j05,” P<0,01 y™ P<0,001.

HT: hipotalamo; MS: mesencéfalo; CB: cerebelo; BL: bulbo raquideo; MD: médula espinal; CF: corteza frontal;

CE: cuerpo estriado; HC: hipocampo.
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Tabla 24. Efecto del amitraz sobre el contenido de DOPAC (ng/g de tejido) en regiones del SNC
de ratas de 30 dias de edad.

DOPAC (ng/g de tejido)

HT MS CB BL MD CF CE HC
Grupo | 61,87 = 43,80 = 24,68 45,34 + 26,69 + 37,97+ | 758,15+ | 27,11+
Control 2,24 14,46 0,93 0,74 0,51 1,01 19,76 0,79
Grupo Il
Tratado 50,46 27,80 = 17,91 4423 + 23,53+ | 27,75+ | 738,49+ | 23,26+
via oral 3,01* 2,10 0,68*** 0,69 0,30*** 0,85*** 14,79 0,55**
20 mg/kg/dia (-18,45%) (-27,44%) (-11,82%) | (-26,91%) (-14,19%)
5 dias
Grupo Il

Tratado 46,11 + 11,55+ 9,02 + 10,98 + 21,13+ 21,43 + 481,31+ 16,90 +
via oral 2,04%** 0,25* 0,43%** 0,29%** 0,18*** 0,35%** 22,27%%* 0,27***
50 mg/kg/dia (-25,47%) | (-73,63%) | (-63,44%) | (-75,77%)| (-20,84%)| (-43,55%)| (-36,52%) | (-37,66%)

5 dias

Grupo IV
Tratado 23,76 = 10,07 3,70 = 8,46 16,70 = 11,15+ | 393,35+ 7,32
via oral 1,60%** 0,49* 0,33*** 0,15%** 0,16*** 0,32%* 14,80** | 0,21%*

80 mg/kg/dia (-61,60%) | (-77,02%) | (-85,00%)| (-81,35%)| (-37,44%)| (-70,63%) | (-48,12%)| (-72,99%)
5 dias

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPt®j05,” P<0,01 y™ P<0,001.

HT: hipotalamo; MS: mesencéfalo; CB: cerebelo; BL: bulbo raquideo; MD: médula espinal; CF: corteza frontal;

CE: cuerpo estriado; HC: hipocampo.
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Tabla 25. Efecto del amitraz sobre el contenido de HVA (ng/g de tejido) en regiones del SNC

de ratas de 30 dias de edad.

HVA (ng/g de tejido)

HT MS CB BL MD CF CE HC
Grupo | 62,68 + 31,76 + 17,85 + 35,66 32,03 39,72+ | 359,75+ | 20,97
Control 1,54 1,20 1,49 1,19 0,53*** 0,64 7,45 0,56
Grupo Il
Tratado 41,72 27,34 + 13,63 + 24,45 + 24,80 26,98+ | 339,04 7,11 %
via oral 1,02%** 0,74* 0,52* 0,36*** 0,41*** 0,44%** 3,67* 0,23+

20 mg/kg/dig (-33,45%) | (-13,93%)| (-23,61%)| (-31,45%)| (-22,57%)| (-32,09%)| (-5,76%) | (-66,11%)
5 dias

Grupo Il
Tratado 23,12 + 7,09 £ 7,72+ 17,18 + 15,55+ 16,86+ | 315,77 5,02 +
via oral 1,29%** 0,29*** 0,34%*= 0,56*** 0,62*** 0,27%* 2,77%%* 0,16***

50 mg/kg/dia (-63,12%)| (-77,68%)| (-56,77%)| (-51,82%) | (-51,47%)| (-57,54%)| (-12,23%)| (-76,09%)

5 dias

Grupo IV
Tratado 8,58 + 5,34 + 5,05+ 12,86 £ 6,91 + 11,48+ | 266,23 + 4,12 +
via oral 0,49*** 0,08*** 0,49%** 0,31 0,33*** 0,65** | 10,03*** | 0,16***

80 mg/kg/dig (-86,30%) | (-83,17%) | (-71,72%)| (-63,93%) | (-78,44%)| (-71,10%)| (-26,00%)| (-80,34%)
5 dias

Entre paréntesis se indica la diferencia, (disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.
Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPt®j05,” P<0,01 y™ P<0,001.
HT: hipotalamo; MS: mesencéfalo; CB: cerebelo; BL: bulbo raquideo; MD: médula espinal; CF: corteza frontal;

CE: cuerpo estriado; HC: hipocampo.
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Tabla 26. Efecto del amitraz sobre el contenido de DA (ng/g de tejido), DOPAC (ng/g de

tejido) y HVA (ng/g de tejido) en regiones del SNC de ratas de 30 dias de edad.

Hipotalamo Mesencéfalo Cerebelo Bulbo raquideo
Grupo | Control
DA 337,64+ 3,98 140,59 * 3,88 74,45 + 3,13 321,79+ 7,05
DOPAC 61,87 £2,24 43,80 * 14,46 24,68 + 0,93 45,34 +0,74
HVA 62,68 £ 1,54 31,76+ 1,20 17,85 £ 01,49,27 35,66+ 1,19
(DOPAC+HVA)/DA 0,37 +0,01 0,54 +0,11 0,58 + 0,03 0,25 + 0,00

Grupo Il Tratado
via oral
20 mg/kg/dia, 5 dias

DA
DOPAC

HVA

(DOPAC+HVA)/DA

426,06 + 2,67**
(26,19%)

50,46 + 3,01*
(-18,45%)

41,72 +1,02%%
(-33,45%)

0,22 + 0,01%*
(-41,35%)

162,09 * 4,31**
(15,29%)
27,80 +2,10

27,34 +0,74*
(-13,93%)
0,34 0,02

98,82 + 2,52%*
(32,73%)
17,91+ 0,68%*
(-27,44%)
13,63+ 0,52*
(-23,61%)

0,32 + 0,01%*
(-44,45%)

443,24 + 7 52+
(37,74%)
44,23 + 0,69

24,45 + 0,36**
(-31,45%)

0,16 + 0,00%**
(-38,43%)

Grupo Il Tratado
via oral
50 mg/kg/dia, 5 dias

DA
DOPAC

HVA

(DOPAC+HVA)/DA

522,42 + 12,19%*
(54,73%)

46,11 + 2,04%
(-25,47%)

23,12 + 1,29%
(-63,12%)

0,13+ 0,00%*
(-65,07,00%)

328,08 + 7,56**
(133,36%)
11,55 + 0,25*
(-73,63%)

7,09 + 0,29%+
(-77,68%)

0,06 0,00%
(-89,51%)

114,51 + 2,31+
(53,80%)

9,02 + 0,17%
(-63,44%)

7,72 + 0,34%%
(-56,77%)

0,15 + 0,00%**
(-74,55%)

573,64 + 10,50%*
(78,27%)

10,98 + 0,29%*
(-75,77%)

17,18+ 0,56%*
(-51,82%)

0,05 + 0,00%**
(-80,48%)

Grupo IV Tratado
via oral
80 mg/kg/dia, 5 dias

DA
DOPAC

HVA

(DOPAC+HVA)/DA

952,08 + 8,48%+
(181,98%)
23,76 + 1,60%*
(-61,60%)

8,58+ 0,49+
(-86,30%)

0,03+ 0,00%**
(-90,80%)

435,33 + 8,90%
(209,64%)
10,07 + 0,49*
(-77,02%)

5,34 + 0,08%*
(-83,17%)

0,04 + 0,00%*
(-93,46%)

122,97 + 2,60%*
(65,18%)

3,70 % 0,33%*
(-85,00%)

5,05 + 0,49%*
(-71,72%)

0,07 + 0,01%*
(-87,55%)

676,84 + 14,15**
(110,34%)

8,46 + 0,15%**
(-81,35%)

12,86 + 0,31%**
(-63,93%)

0,03 + 0,00%**
(-87,49%)

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento y/o disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPt®j05,” P<0,01 y™ P<0,001.
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Tabla 26 (-continuacion-).

Region del SNC Médula espinal Corteza Frontal Cuerpo estriado Hipocampo
Grupo | Control

DA 67,79 £2,52 34,77 +0,58 6366,68 + 112,03 115,91 +1,22
DOPAC 26,69 £0,51 37,97 £1,01 758,15 + 19,76 27,11 £ 0,79
HVA 32,03+£0,53 39,72 £0,64 359,75+ 7,45 20,97 +0,56
(DOPAC+HVA)/DA 0,87 + 0,02 2,24 +0,03 0,18 + 0,00 0,42 £ 0,01

Grupo Il Tratado
via oral
20 mg/kg/dia, 5 dias

DA 108,54 + 3,16*** 67,20 £ 0,98*** 6996,09 £ 119,44* 221,77 £ 4,32%*
(60,11%) (93,26%) (9,89%) (91,33%)

DOPAC 23,53 £ 0,30*** 27,75 = 0,85%** 738,49 £ 14,79 23,26 + 0,55**
(-11,82%) (-26,91%) (-14,19%)

HVA 24,80 £ 0,41%** 26,98 £ 0,44*** 339,04 £ 3,67* 7,11 £ 0,23***
(-22,57%) (-32,09%) (-5,76%) (-66,11%)

(DOPAC+HVA)/DA 0,45 = 0,01*** 0,81 +0,01*** 0,15 £+ 0,00** 0,14 £ 0,00***
(-48,63%) (-63,58%) (-12,14%) (-66,94%)

Grupo Il Tratado

via oral

50 mg/kg/dia, 5 dias

DA 146,57 + 3,96*** 212,78 £ 4,19*** 7250,90 £ 76,86*** 482,83 + 4,92%*
(116,20%) (511,96%) (13,89%) (316,55%)

DOPAC 21,13+ 0,18*** 21,43 £ 0,35%** 481,31 + 22,27*** 16,90+ 0,27***
(-20,84%) (-43,55%) (-36,52%) (-37,66%)

HVA 15,55 £ 0,62*** 16,86 £ 0,27*** 315,77 £ 2,77%* 5,02 £ 0,16***
(-51,47%) (-57,54%) (-12,23%) (-76,09%)

(DOPAC+HVA)/DA 0,25 = 0,01*** 0,18 + 0,00*** 0,11 £+ 0,00*** 0,05 £ 0,00***
(-71,16%) (-91,93%) (-37,34%) (-89,06%)

Grupo IV Tratado
via oral
80 mg/kg/dia, 5 dias

DA
DOPAC

HVA

(DOPAC+HVA)/DA

168,99 + 5,04%*
(149,27%)
16,70 + 0,16%*
(-37,44%)

6,91 + 0,33%*
(-78,44%)

0,14 + 0,01%
(-83,87%)

281,11 + 3,99%+
(708,47%)
11,15 + 0,32+
(-70,63%)

11,48 + 0,65%*
(-71,10%)

0,08 + 0,00%*
(-96,40%)

8308,86 + 64,15+
(30,51%)

393,35 + 14,80%*
(-48,12%)

266,23 + 10,03***
(-26,00%)

0,08 + 0,00%**
(-54,81%)

637,27+ 10,26%**
(449,79%)

7,32 0,215
(-72,99%)

4,12 +0,16**
(-80,34%)

0,02 + 0,00%**
(-95,67%)

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento y/o disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPt®j05,” P<0,01 y™ P<0,001.
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3.1.3. Efecto del amitraz sobre el contenido de NA y MHPG en el SNC

El tratamiento con amitraz por via oral afectd de forma dosis-dependiente el contenido
de NA y de su metabolito MHPG en las regiones del SNC estudiadas (Tablas 27, 28 y 29). El
contenido de NA (ng/g de tejido) en regiones del SNC en los animales del grupo control, y de
los grupos tratados se presenta en la Tabla 27. El contenido de MHPG (ng/g de tejido) er
regiones del SNC en los animales del grupo control, y de los grupos se presenta en la Tabla 2
La Tabla 29 recoge los resultados expresados en las Tablas 27 y 28, incluyendo ademas la ta

de recambio (MHPG/NA).

Los resultados expresados en las Tabla 27, 28 y 29 demuestran que:

* En los animales tratados con la dosis de 20 mg amitraz/kg p.c./dia durante 5 dias se
produjo en todas las regiones del SNC un aumento estadisticamente significativo del
contenido de NA, respecto a los animales control. Este aumento fue del rango del 10% al
98%. En cuanto al contenido de MHPG, se produjo en todas las regiones del SNC una
pérdida estadisticamente significativa, respecto a los animales control. Esta pérdida fue
del rango del 18% al 48%. La tasa de recambio sufrié una disminucion estadisticamente
significativa en todas las regiones del SNC. Esta disminucién fue del rango del 28% al

66%.

* En los animales tratados con la dosis de 50 mg amitraz/kg p.c./dia durante 5 dias se
produjo en todas las regiones del SNC un aumento estadisticamente significativo del
contenido de NA, respecto a los animales control. Este aumento fue del rango del 18% all
235%. En cuanto al contenido de MHPG, se produjo en todas las regiones del SNC una
pérdida estadisticamente significativa, respecto a los animales control. Esta pérdida fue

rango del 30% al 75%. La tasa de recambio sufrio una disminucién estadisticamente
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significativa en todas las regiones del SNC. Esta disminucién fue del rango del 50% al

80%.

* En los animales tratados con la dosis de 80 mg amitraz/kg p.c./dia durante 5 dias se
produjo en todas las regiones del SNC un aumento estadisticamente significativo del
contenido de NA, respecto a los animales control. Este aumento fue del rango del 36% all
264%. En cuanto al contenido de MHPG, se produjo en todas las regiones del SNC una
pérdida estadisticamente significativa, respecto a los animales control. Esta pérdida fue
del rango del 57% al 88%. La tasa de recambio sufrié una disminucion estadisticamente
significativa en todas las regiones del SNC. Esta disminucién fue del rango del 76% al

96%.

En conclusion, el amitraz de forma dosis-dependiente origina un aumento del contenido de
NA y un descenso del contenido de su metabolito MHPG, ambos estadisticamente
significativos, en las regiones cerebrales estudiadas. A la dosis mas alta ensayada (80 m
amitraz/kg p.c./dia, 5 dias), el efecto sobre el aumento del contenido de NA en orden
decreciente fue: cerebelo> cuerpo estriado> hipotadlamo> bulbo> medula> hipocampo> corteze
frontal> mesencéfalo, y el efecto sobre el descenso del contenido de MHPG en orden
decreciente fue: mesencéfalo> hipotdlamo> cerebelo> medula> bulbo> cuerpo estriado> cortez:

frontal > hipocampo.
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Tabla 27. Efecto del amitraz sobre el contenido de NA (ng/g de tejido) en regiones del SNC de
ratas de 30 dias de edad.

NA (ng/g de tejido)

HT MS CB BL MD CF CE HC
Grupo | 638,16 + | 276,19+ | 9528+ | 343,27+ | 228,12+ | 187,79+ | 116,67+ | 182,45+
Control 11,21 6,07 2,83 4,49 3,02 4,48 1,65 2,85
Grupo Il
Tratado 1260,82 +| 302,77 £ | 104,77+ | 39585+ | 301,68+ | 213,70+ | 153,67+ | 229,61 +
via oral 11,20%** 7,16* 1,16* 6,99*** 6,55*** 2,15 1,79%* 3,12%**

20 mg/kg/dia (97,57%) | (9,62%) (9,95%) | (15,32%) | (32,25%) | (13,80%) | (31,71%) | (25,85%)
5 dias

Grupo Il
Tratado 1736,61 +| 324,84+ | 32580+ | 693,76+ | 427,04+ | 264,51+ | 189,00+ | 309,71+
via oral 18,58*** 18,32* 14,50* | 13,78** | 5,02%*= 3,43%** 3,52%*= 3,78***

50 mg/kg/dia (172,13%)| (17,62%) | (241,93%)| (102,10%)| (87,19%) | (40,86%) | (62,00%) | (69,75%)
5 dias

Grupo IV
Tratado 1792,65+| 375,70+ | 353,36 + | 858,60+ | 562,04 £ | 304,17 + | 352,27 + | 355,55+
via oral 14,34%* | 28,92** 8,84x+* 19,33** | 9 09** 4,124 11,62%+ | 6,73%**

80 mg/kg/dia (180,91%)| (40,76%) | (270,85%)| (150,12%)| (146,37%)| (61,97%) | (201,94%)| (94,87%)
5 dias

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPt®j05,” P<0,01 y™ P<0,001.

HT: hipotalamo; MS: mesencéfalo; CB: cerebelo; BL: bulbo raquideo; MD: médula espinal; CF: corteza frontal;

CE: cuerpo estriado; HC: hipocampo.
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Tabla 28. Efecto del amitraz sobre el contenido de MHPG (ng/g de tejido) en regiones del SNC
de ratas de 30 dias de edad.

MHPG (ng/g de tejido)

HT MS CB BL MD CF CE HC
Grupo | 1738,71 +| 432,47 + | 649,74+ | 744,40 + | 1208,39 +| 2493,68 £| 2042,74 +| 1247,40 +
Control 14,69 8,58 15,82 9,53 18,70 12,77 20,06 10,56
Grupo Il
Tratado 1168,80 +| 323,96 + | 335,04+ | 547,39+ | 755,84+ | 2034,91 +| 1373,49 +| 870,47 +
via oral 42,73*%* | 18,74** | 10,77** | 4,94*** 19,09%** | 26,62*** | 41,66*** 14,64***
20 mg/kg/dia (-32,78%) | (-25,09%) | (-48,43%)| (-26,47%)| (-37,45%)| (-18,40%) | (-32,76%)| (-30,22%)
5 dias
Grupo 1l
Tratado 588,74 £ | 109,14 + | 216,57 +| 319,07+ | 652,32+ | 1741,04+| 1014,50 | 63713,29,21
via oral 52,14**x | 7 Q7*** 7,20%** 6,33*** 15,38%* | 12,19*** | 44 47** | + 14 53%*
50 mg/kg/dia (-66,14%) | (-74,76%)| (-66,67%)| (-57,14%)| (-46,02%)| (-30,18%) | (-50,34%)| (-48,92%)
5 dias
Grupo IV
Tratado 208,33+ | 49,94 + 88,24+ | 105,16+ | 166,41+ | 975,44+ | 778,59+ | 542,22 +
via oral 15,13** | 2,26*** 2,66%** 4,01%** 6,19%** 6,86*** | 32,33*** 11,27%**
80 mg/kg/dia (-88,02%) | (-88,45%)| (-86,42%)| (-85,87%)| (-86,23%)| (-60,88%) | (-61,88%)| (-56,53%)

5 dias

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPt®j05,” P<0,01 y™ P<0,001.

HT: hipotalamo; MS: mesencéfalo; CB: cerebelo; BL: bulbo raquideo; MD: médula espinal; CF: corteza frontal;

CE: cuerpo estriado; HC: hipocampo.
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Tabla 29. Efecto del amitraz sobre el contenido de NA (ng/g de tejido) y MHPG (ng/g de

tejido) en regiones del SNC de ratas de 30 dias de edad.

Hipotalamo Mesencéfalo Cerebelo Bulbo raquideo

Grupo | Control

NA 638,16 £ 11,21 276,19 £ 6,70 95,28 + 2,83 343,27 £ 4,49

MHPG 1738,71 + 14,69 432,47 + 8,58 649,74 + 15,82 744,40 + 9,53

MHPG/NA 2,73+0,06 1,57 +0,05 6,84 + 0,19 2,17 £ 0,04

Grupo Il Tratado

via oral

20 mg/kg/dia,5 dias

NA 1260,82 + 11,20*** | 302,77 + 7,16* 104,77 £ 1,16* 395,85 + 6,99***
(97,57%) (9,62%) (9,95%) (15,32%)

MHPG 1168,80 + 42,73** | 323,96 + 18,74** | 335,04 +10,77** | 547,39 + 4,94***
(-32,78%) (-25,09%) (-48,43%) (-26,47%)

MHPG /NA 0,93 + 0,03*** 1,07 + 0,06*** 3,20 £ 0,10%** 1,39 + 0,03***
(-66,04%) (-31,76%) (-53,22%) (-36,19%)

Grupo Il Tratado

via oral

50 mg/kg/dia, 5 dias

NA 1736,61 + 18,58*** | 324,84 + 18,32* 325,80 + 14,50*** | 693,76 + 13,78***
(172,13%) (17,62%) (235,26%) (102,10%)

MHPG 588,74 £ 52,14** | 109,14 + 7,07*** 216,57 + 7,20*** 319,07 + 6,33***
(-66,14%) (-74,76%) (-66,67%) (-57,14%)

MHPG /NA 0,34 + 0,03*** 0,34 + 0,01*** 0,67 £ 0,07*** 0,46 £ 0,01***
(-87,55%) (-78,59%) (-90,04%) (-78,77%)

Grupo IV Tratado

via oral

80 mg/kg/dia, 5 dias

NA 1792,65 + 14,34*** | 375,70 + 28,92** 353,36 + 8,84** 858,60 + 19,33***
(180,91%) (36,03%) (263,62%) (150,12%)

MHPG 208,33 £ 15,13** | 49,94 + 2, 26*** 88,24 + 2,66*** 105,16 + 4,01***
(-88,02%) (-88,45%) (-86,42%) (-85,87%)

MHPG /NA 0,12 + 0,01*** 0,14 + 0,01*** 0,25 £ 0,01*** 0,12 £ 0,00%**
(-95,74%) (-91,35%) (-96,28%) (-94,35%)

Valor medio £ ESM (n=6).
Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento y/o disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPti®)05,” P<0,01y~ P<0,001.
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Tabla 29 (-continuacion-).

Region del SNC Médula espinal Corteza Frontal Cuerpo estriado Hipocampo
Grupo | Control

NA 228,12 + 3,02 187,79 + 4,48 116,67 + 1,65 182,45 + 2,85
MHPG 1208,39 + 18,70 2493,68 + 12,77 2042,74 + 20,06 1247,40 + 10,56
MHPG/NA 5,30+0,11 13,32+ 0,36 17,52 +0,24 6,85+ 0,14

Grupo Il Tratado
via oral
20 mg/kg/dia, 5 dias

NA

MHPG

MHPG /NA

301,68 + 6,55%*
(32,25%)

755,84 + 19,09
(-37,45%)

2,51 + 0,03%*
(-52,75%)

213,70 + 2,15+
(13,80%)

2034,91 + 26,62%*
(-18,40%)

9,53 + 0,17%*
(-28,48%)

153,67 + 1,79%+
(31,71%)

1373,49 + 41,66%+
(-32,76%)

8,94 + 0,29%*
(-48,96%)

229,61 + 3,12%+
(25,85%)

870,47 + 14,64
(-30,22%)

3,80 % 0,10%*
(-44,55%)

Grupo Il Tratado
via oral
50 mg/kg/dia, 5 dias

NA

MHPG

MHPG /NA

427,04 + 5,02+
(87,19%)

652,32 + 15,38%*
(-46,02%)

1,53 + 0,04%
(-71,17%)

264,51 + 3,43%+
(40,86%)

1741,04 + 12,19%+
(-30,18%)

6,59 + 0,10%*
(-50,54%)

189,00 + 3,52+
(62,00%)

1014,50 + 44,47+
(-50,34%)

5,37 + 0,225+
(-69,36%)

309,71 + 3,78%+
(69,75%)

637,21 + 13,20%
(-48,92%)

2,06 + 0,06%**
(-69,90%)

Grupo IV Tratado
via oral
80 mg/kg/dia, 5 dias

NA

MHPG

MHPG /NA

562,04 + 9,09%*
(146,37%)
166,41 + 6,19%+
(-86,23%)

0,30 + 0,01%**
(-94,41%)

304,17 + 4,12%+
(61,97%)
975,44 + 6,86+
(-60,88%)

3,21 + 0,06%*
(-75,89%)

807,61 + 7,88%+
(82,74%)
110,41 + 1,52%+
(-82,49%)

0,14 + 0,00%**
(-90,44%)

839,98 + 46,04**
(80,67%)

194,96 + 12,97***
(-73,32%)

0,24 + 0,02%
(-86,02%)

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento y/o disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPti®)05,” P<0,01y~ P<0,001.
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3.2. EFECTO DEL AMITRAZ EN RATAS DE 60 DIAS DE EDAD

Ratas macho de 60 dias de edad tratadas por via oral con amitraz disuelto en aceite d
maiz a la dosis mas alta (80 mg/kg/dias, 5 dias) mostraron una incoordinacién motora ligera,
efecto que se presento aproximadamente entre 1 y 2 h tras el tratamiento. Estos signos fuerc
reversibles y aproximadamente, a las 6 horas después del tratamiento las ratas se comportab

de manera normal.

En las ratas tratadas con 20 mg amitraz/kg p.c./dia durante 5 dias no se observo, al fina
de los 5 dias de tratamiento, ningun efecto en la ganancia o el incremento de peso corporal ca
respecto a las ratas control (Tabla 31). Sin embargo, en las ratas tratadas con 50 y 80 m
amitraz/kg p.c./dia durante 5 dias se observo, al final de los 5 dias de tratamiento, une
disminucién significativa del 57%P€0,05) y del 71% RK<0,001), respectivamente, en el
incremento de peso corporal. El tratamiento de los animales con amitraz a las 3 dosis ensayad:
no afectd al peso de los tejidos (regiones cerebrales), ni a la relacion peso tejido/peso corpore

(%) con respecto a los animales control.
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3.2.1. Efecto del amitraz sobre el contenido de 5-HT y 5-HIAA en el SNC

El tratamiento con amitraz por via oral afectdé de forma dosis-dependiente el contenido de 5-HT
y de su metabolito 5-HIAA en las regiones del SNC estudiadas respecto a los animales contro
(Tablas 30, 31 y 32). El contenido de 5-HT (ng/g de tejido) en regiones del SNC en los animales
del grupo control, y de los grupos tratados se presenta en la Tabla 30. El contenido de 5-HIAA
(ng/g de tejido) en regiones del SNC en los animales del grupo control, y de los grupos tratados
se presenta en la Tabla 31. La Tabla 32 recoge los resultados expresados en las Tablas 30 y :

incluyendo ademas la tasa de recambio (5-HIAA/5-HT).

Los resultados expresados en las Tablas 30, 31 y 32 demuestran que:

* En los animales tratados con la dosis de 20 mg amitraz/kg p.c./dia durante 5 dias se
produjo en todas las regiones del SNC, excepto en el hipocampo, un aumento
estadisticamente significativo del contenido de 5-HT, respecto a los animales control.
Este aumento fue del rango del 23% al 128%. En cuanto al contenido de 5-HIAA, se
produjo en todas las regiones del SNC, excepto en el mesencéfalo y en la corteza frontal
una pérdida estadisticamente significativa, respecto a los animales control. Esta pérdide
fue del rango del 4% al 66%. La tasa de recambio sufri6 un descenso estadisticaments
significativo en todas las regiones del SNC, excepto en el mesencéfalo. Esta disminucion

fue del rango del 41% al 88%.

* En los animales tratados con la dosis de 50 mg amitraz/kg p.c./dia durante 5 dias se
produjo en todas las regiones del SNC, excepto en el hipocampo, un aumento
estadisticamente significativo del contenido de 5-HT, respecto a los animales control.

Este aumento fue del rango del 45% al 244%. En cuanto al contenido de 5-HIAA, se
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produjo en todas las regiones del SNC, una pérdida estadisticamente significativa,
respecto a los animales control. Esta pérdida fue del rango del 8% al 68%. La tasa de
recambio disminuyo de forma estadisticamente significativa en todas las regiones del

SNC. Esta disminucién fue del rango del 54% al 91%.

* En los animales tratados con la dosis de 80 mg amitraz/kg p.c./dia durante 5 dias se
produjo en todas las regiones del SNC un aumento estadisticamente significativo del
contenido de 5-HT, respecto a los animales control. Este aumento fue del rango del 89%
al 688%. En cuanto al contenido de 5-HIAA, se produjo en todas las regiones del SNC
una pérdida estadisticamente significativa, respecto a los animales control. Esta pérdide
fue del rango del 21% al 84%. La tasa de recambio disminuy6 de forma estadisticamente
significativa en todas las regiones del SNC, excepto en el hipotalamo. Esta disminucién

fue del rango 63% al 97%.

En conclusion, el amitraz de forma dosis-dependiente origina un aumento del contenido de
5-HT y un descenso del contenido de su metabolito 5-HIAA, ambos estadisticamente
significativos, en las regiones cerebrales estudiadas. A la dosis mas alta ensayada (80 m
amitraz/kg p.c./dia, 5 dias), el efecto sobre el aumento del contenido de 5-HT en orden
decreciente fue: medula> cerebelo> hipocampo> mesencéfalo> hipotalamo> bulbo> corteza
frontal> cuerpo estriado, y el efecto sobre el descenso del contenido en 5-HIAA en orden
decreciente fue: corteza frontal> medula> bulbo> hipotalamo> cerebelo> hipocampo> cuerpo

estriado> mesencéfalo.
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Tabla 30. Efecto del amitraz sobre el contenido de 5-HT (ng/g de tejido) en regiones del SNC
de ratas de 60 dias de edad.

5-HT (ng/g de tejido)

HT MS CB BL MD CF CE HC
Grupo | 2265,33 | 1017,93 | 74,69% | 1112,71+| 248,18 +| 771,73+ | 235,04+ | 525,88
Control 57,19 29,96 1,48 3,87 7,85 71,81 7,54 9,28

Grupo Il
Tratado 3154,34 +| 1256,01 +| 96,74+ | 1608,90 x| 565,52 + | 1129,72 +| 371,83+ | 852,94 %
via oral 76,31%** | 47,02** 1,07 20,37** | 18,86*** | 61,08*** | 3,91*** 35,46***
20 mg/kg/dia (39,24%) | (23,39%) | (29,52%) | (44,59%) | (127,87%)| (46,39%) | (58,20%) | (62,19%)
5 dias

Grupo Il
Tratado 3469,37 +| 1621,50 +| 108,24 + | 1761,54 +| 854,38 + | 1425,70 £| 390,41 + | 1052,13 =
via oral 132,44%xx | 15 7] *+* 3,02%** 9,02%** 13,33*** 7,95%** 2,06+ 12,29***

50 mg/kg/dig (53,15%) | (59,29%) | (44,91%) | (58,31%) | (244,26%)| (84,74%) | (74,61%) | (100,07%)
5 dias

Grupo IV
Tratado 4802,27 £| 2340,79 £| 237,60 = | 2341,90 +| 1955,65 +| 1581,12 +| 410,98 + | 1236,03 £

via oral 48,49%* | 18,20** | 8,97** | 67,82%* | 14 53%* | 22 87** | 10,16*** | 27,70***

80 mg/kg/dig (111,99%)| (129,96%)| (218,12%)| (110,47%)| (687,99%)| (104,88%)| (88,89%) | (135,04%)
5 dias

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPt®j05,” P<0,01 y™ P<0,001.

HT: hipotalamo; MS: mesencéfalo; CB: cerebelo; BL: bulbo raquideo; MD: médula espinal; CF: corteza frontal;

CE: cuerpo estriado; HC: hipocampo.
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Tabla 31. Efecto del amitraz sobre el contenido de 5-HIAA (ng/g de tejido) en regiones del
SNC de ratas de 60 dias de edad.

5-HIAA (ng/g de tejido)

HT MS CB BL MD CF CE HC
Grupo | 1083,91 | 912,51+ | 106,41 +| 1070,01+| 357,20+ | 530,29 + | 355,85+ | 507,58 +
Control 49,73 12,82 3,45 5,01 14,51 92,11 11,89 10,75

Grupo Il
Tratado 858,03+ | 892,92+ | 80,78+ | 82530+ | 122,47+ | 441,74+ | 306,35+ | 487,43+

via oral 22,75** 61,29 2,03%** 9,98*** 2,74%* 16,45 6,30** 13,37
20 mg/kg/dig (-20,84%)| (-2,15) | (-24,08%)| (-22,87%)| (-65,71%) | (-16,70%) | (-13,91%)
5 dias

Grupo Il
Tratado 633,27+ | 814,36+ | 48,46+ | 43542+ | 11391+ | 289,85+ | 236,16 + | 267,26 +
via oral 39,63*** 19,09** 0,86*** 9,65*** 3,25%** 1,91%x* 5,13*** 11,87*

50 mg/kg/dia (-46,75%)| (-10,76%) | (-54,46%) | (-59,31%) | (-68,11%)| (-45,34%)| (-33,64%)| (-7,94%)
5 dias

Grupo IV
Tratado 378,99+ | 720,57+ | 41,02+ | 36598+ | 90,99 + 84,65+ | 167,37+ | 222,87 %
via oral 14,84%* | 7,68*** 2,05%+* 8,77 2,05%* 5,78%** 1,98%** 4,60%**

80 mg/kg/dia (-64,04%) | (-21,03%) | (-61,45%) | (-65,80%)| (-74,53%) | (-84,04%) | (-52,97%) | (-56,09%)
5 dias

Valor medio £ ESM (n=6).
Entre paréntesis se indica la diferencia (disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.
Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPt®j05,” P<0,01 y™ P<0,001.

HT: hipotalamo; MS: mesencéfalo; CB: cerebelo; BL: bulbo raquideo; MD: médula espinal; CF: corteza frontal;

CE: cuerpo estriado; HC: hipocampo.
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Tabla 32. Efecto del amitraz sobre el contenido de 5-HT (ng/g de tejido) y 5-HIAA (ng/g de

tejido) en regiones del SNC de ratas de 60 dias de edad.

Hipotalamo Mesencéfalo Cerebelo Bulbo raquideo
Grupo | Control
5-HT 2265,33 + 57,19 1017,93 + 29,96 74,69 + 1,48 1112,71 + 3,87
5-HIAA 1083,91 + 49,73 912,51 +12,82 106,41 + 3,45 1070,01 +5,01
5-HIAA/5-HT 0,48 + 0,03 0,90 + 0,03 1,42 + 0,03 0,96 + 0,00

Grupo Il Tratado
via oral
20 mg/kg/dia, 5 dias

5-HT

5-HIAA

5-HIAA/5-HT

3154,34 + 76,31%*
(39,24%)

858,03 + 22,75
(-20,84%)

0,27 % 0,01%+
(-43,24%)

1256,01 + 47,02+
(23,39%)
892,92 + 61,29

0,72 + 0,06

96,74 + 1,07
(29,52%)
80,78 + 2,03
(-24,08%)

0,84 + 0,02+
(-41,37%)

1608,90 + 20,37+
(44,59%)

825,30 + 9,08**
(-22,87%)

0,51 + 0,01

Grupo Il Tratado
via oral
50 mg/kg/dia, 5 dias

5-HT

5-HIAA

5-HIAA/5-HT

3469,37 + 132,44 **
(53,15%)

633,27 + 39,63
(-46,75%)

0,17 % 0,01%*
(-65,21%)

1621,50 + 15,71+
(59,29%)

814,36 + 19,09**
(-10,76%)

0,25 + 0,00%**
(-72,49%)

108,24 + 3,02+
(44,91%)

48,46 + 0,86**
(-54,46%)

0,45 + 0,02%**
(-68,43%)

1761,54 + 9,92+
(58,31%)

435,42 + 9,65+
(-59,31%)

0,25 + 0,00%**
(-74,30%)

Grupo IV Tratado
via oral
80 mg/kg/dia, 5 dias

5-HT

5-HIAA

5-HIAA/5-HT

4802,27 + 48,49%*
(111,99%)

378,99 + 14,84%*
(-65,04%)

0,08 + 0,00%*
(-83,61%)

2340,79 + 18,20%*
(129,96%)

720,57 + 7,68%+
(-21,03%)

0,31 + 0,00%**
(-65,82%)

237,60 + 8,97+
(218,12%)
41,02 + 2,05%*
(-61,45%)

0,17 % 0,01%*
(-87,75%)

2341,90 + 67,82%+
(110,47%)

365,98 + 8,77+
(-65,80%)

0,16 + 0,00
(-83,73%)

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento y/o disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPti®)05,” P<0,01y~ P<0,001.
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Tabla 32 (-continuacion-).

Médula espinal Corteza Frontal Cuerpo estriado Hipocampo
Grupo | Control
5-HT 248,18 +7,85 771,73 +71,81 235,04 + 7,54 525,88 + 9,28
5-HIAA 357,18 £+ 14,51 530,29 £ 92,11 355,85 +11,89 507,58 + 10,75
5-HIAA/5-HT 1,44 +0,03 0,69 + 0,09 1,52 +0,07 0,97 £ 0,02

Grupo Il Tratado
via oral

20 mg/kg/dia, 5 dias

5-HT

5-HIAA

5-HIAA/5-HT

565,53 + 18,86
(127,87%)
122,47 + 2,74%+
(-65,71%)

0,22 + 0,00%**
(-84,91%)

1129,72 + 61,08**
(46,39%)
441,74 + 16,45

0,40 + 0,03**
(-42,07%)

371,83 + 3,91+
(58,20%)
306,35 + 6,30**
(-13,91%)

0,83 + 0,02%*
(-45,74%)

852,94 + 35 46
(62,19%)
487,43 + 13,38

0,57 + 0,02+
(-40,55%)

Grupo Il Tratado
via oral

50 mg/kg/dia, 5 dias

5-HT

5-HIAA

5-HIAA/S-HT

854,38 + 13,33
(244,26%)
113,91 + 3,25+
(-68,11%)

0,13 + 0,00%**
(-90,73%)

1425,70 + 7,95%*
(84,74%)

289,85 + 1,01+
(-45,34%)

0,20 + 0,00%**
(-70,38%)

390,41 + 2,06%*
(66,10%)
236,16 + 5,13%+
(-33,64%)

0,60 + 0,01%**
(-60,22%)

1052,13 + 12,29*+
(100,07%)

467,26 + 11,87*
(-7,94%)

0,44 + 0,01%**
(-54,05%)

Grupo IV Tratado
via oral

80 mg/kg/dia, 5 dias

5-HT

5-HIAA

5-HIAA/S-HT

1955,65 + 14,53+
(687,99%)

90,99 + 2,05
(-74,53%)

0,05 + 0,00%**
(-96,76%)

1581,12 + 22,87+
(104,88%)

84,65 + 5,78
(-84,04%)

0,05 + 0,00%**
(-92,21%)

410,98 + 10,16**
(74,85%)

167,37 £ 1,97+
(-52,97%)

0,41 + 0,01%*
(-73,15%)

1236,03 + 27,70%+
(135,04%)

441,87 + 4,60%
(-12,95%)

0,36 + 0,01%**
(-62,91%)

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento y/o disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPti®)05,” P<0,01y~ P<0,001.
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3.2.2. Efecto del amitraz sobre el contenido de DA, DOPAC y HVA en el SNC

El tratamiento con amitraz por via oral afecté de forma dosis-dependiente el contenido de DA, y
de sus metabolitos DOPAC y HVA en las regiones del SNC estudiadas (Tablas 33, 34, 35y 36)
El contenido de DA (ng/g de tejido) en regiones del SNC en los animales del grupo control, y de
los grupos tratados se presenta en la Tabla 33. El contenido de DOPAC (ng/g de tejido) er
regiones del SNC en los animales del grupo control, y de los grupos tratados se presenta en |
Tabla 34. El contenido de HVA (ng/g de tejido) en regiones del SNC en los animales del grupo
control, y de los grupos tratados se presenta en la Tabla 35. La Tabla 36 recoge los resultadc

expresados en las Tablas 33, 34 y 35, incluyendo la tasa de recambio (DOPAC+HVA/DA).

Los resultados expresados en las Tabla 33, 34, 35 y 36 demuestran que:

* En los animales tratados con la dosis de 20 mg amitraz/kg p.c./dia durante 5 dias se
produjo un aumento estadisticamente significativo del contenido de DA en todas las
regiones del SNC, excepto en el hipotdlamo, respecto a los animales control. El aumentc
fue del rango del 6% 118%. En cuanto al contenido de DOPAC se produjo una pérdida
estadisticamente significativa en todas las regiones del SNC, excepto en la corteza
frontal. Esta disminucion fue del rango del 9% al 83%. El contenido de HVA se redujo
de forma estadisticamente significativa en todas las regiones del SNC. Esta disminucion
fue del rango del 15% al 60%. Se observdé una disminucién estadisticamente
significativa en la tasa de recambio de DA en todas las regiones del SNC. Esta

disminucién fue del rango del 22% al 77%.

* En los animales tratados con la dosis de 50 mg amitraz/kg p.c./dia durante 5 dias se
produjo un aumento estadisticamente significativo del contenido de DA en todas las

regiones del SNC, respecto a los animales control. El incremento fue del rango del 18%
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al 585%. En cuanto al contenido de DOPAC, se observd una disminucion
estadisticamente significativa en todas las regiones del SNC. Esta disminucion fue del
rango del 26% al 90%. El contenido de HVA se redujo de forma estadisticamente
significativa en todas las regiones del SNC, siendo esta disminucion del rango del 8% al
80 %. Se observo una disminucién estadisticamente significativa en la tasa de recambic

de DA en todas las regiones del SNC. Esta disminucion fue del rango del 46% al 97%.

En los animales tratados con la dosis de 80 mg amitraz/kg p.c./dia durante 5 dias se
produjo un aumento estadisticamente significativo del contenido de DA en todas las
regiones del SNC, respecto a los animales control. Este aumento fue del rango del 29%
al 930 %. En cuanto al contenido de DOPAC, se observéO una disminucion

estadisticamente significativa en todas las regiones del SNC. Esta disminucion fue del
rango del 45% al 97%. El contenido de HVA se redujo de forma estadisticamente

significativa en todas las regiones del SNC. Esta disminucién fue del rango del 12% al
100%. Se observé una disminucion estadisticamente significativa en la tasa de recambic

de DA en todas las regiones del SNC. Esta disminucion fue del rango del 72% al 99%.

En conclusion, el amitraz de forma dosis-dependiente origina un aumento del contenido de

DA y un descenso del contenido de sus metabolitos DOPAC y HVA, ambos estadisticamente

significativos, en las regiones cerebrales estudiadas. A la dosis mas alta ensayada (80 m

amitraz/kg p.c./dia, 5 dias), el efecto sobre el aumento del contenido de DA en orden

decreciente fue: cerebelo> medula> corteza frontal> hipocampo> hipotdlamo> bulbo>

mesencéfalo> cuerpo estriado; el efecto sobre el descenso del contenido en DOPAC en orde

decreciente fue: mesencéfalo> medula> cerebelo> hipotdlamo> cuerpo estriado> hipocampo:

bulbo> corteza frontal, y el efecto sobre el descenso del contenido en HVA en orden decreciente

fue: mesencéfalo> cerebelo> bulbo> corteza frontal> medula> hipotalamo> cuerpo estriado>

hipocampo.
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Tabla 33. Efecto del amitraz sobre el contenido de DA (ng/g de tejido) en regiones del SNC de
ratas de 60 dias de edad.

DA (ng/g de tejido)

HT MS CB BL MD CF CE HC
Grupo | 307,41+ | 148,42« 9,44 + 299,29+ | 62,48+ | 52,31+ | 3929,66+| 170,32
Control 8,24 28,47 0,43 4,67 0,94 1,21 30,81 4,32
Grupo Il
Tratado 344,89+ | 207,37+ | 2055+ | 39392+ | 77,13% 68,58 + | 4165,44+| 197,85+
via oral 14,87 4,62%** 1,03*** 9,57%** 0,76*** 2,81*** 26,84*** 5,66**
20 mg/kg/dis (39,72%) | (117,78%)| (31,62%) | (23,45%) | (31,09%) | (6,00%) | (16,17%)
5 dias
Grupo Il

Tratado 495,17+ | 268,22+ | 64,60+ | 625,17+ | 354,72+ | 194,11 + | 4637,48+| 274,01 +
via oral 23,50%** | 15,59** 1,96%** 11,24%* 8,74%** 2,61** | 100,86*** | 5,03***
50 mg/kg/dia (61,08% | (80,72 %) | (584,72%)| (108,88%)| (467,73%)| (271,04%)| (18,01%) | (60,88%)

5 dias

Grupo IV
Tratado 675,64 £ | 285,25+ 97,20+ | 625,17+ | 354,72+ | 250,39 + | 5064,90 £| 415,90
via oral 25,23** | 11 ,84*** 2,70%** 11,24%* 8,74** 3,54*** | 134,49*** | 6,96***

80 mg/kg/dig (119,78%)| (92,19%) | (930,22%)| (108,88%)| (467,73%)| (378,63%)| (28,89%) | (144,19%)
5 dias

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPt®j05,” P<0,01 y™ P<0,001.

HT: hipotalamo; MS: mesencéfalo; CB: cerebelo; BL: bulbo raquideo; MD: médula espinal; CF: corteza frontal;

CE: cuerpo estriado; HC: hipocampo.
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Tabla 34. Efecto del amitraz sobre el contenido de DOPAC (ng/g de tejido) en regiones del
SNC de ratas de 60 dias de edad.

DOPAC (ng/g de tejido)

HT MS CB BL MD CF CE HC
Grupo | 49,49 + 2151+ 25,78 £ 29,01 + 47,12 + 27,41+ | 594,07+ | 10,87 %
Control 3,02 1,56 1,73 2,09 0,89 1,66 4,13 0,31
Grupo Il
Tratado 36,07x 15,98 + 17,21 13,37 = 8,07 + 2454+ | 542,33 % 7,20 +
via oral 2,51 0,87*** 1,18** 0,48*** 0,39*** 2,43 9,88*** 0,24%**
20 mg/kg/dia (-27,11%)| (-25,70%) | (-33,27%) | (-53,90%)| (-82,88%) (-8,71%) | (-33,74%)
5 dias
Grupo Il

Tratado 24,13 + 10,80 + 579 + 10,21 + 4,52 + 20,27+ | 384,49 + 5,49 +
via oral 1,55%** 1,97** 0,20%** 0,52%** 0,19%** 0,68** 7,48%** 0,31%**
50 mg/kg/dia (-51,24%)| (-49,76%)| (-77,56%) | (-64,82%) | (-90,40%) | (-26,04%)| (-35,28%)| (-49,50%)

5 dias

Grupo IV
Tratado 8,91+ 0,65+ 2,77 + 8,15+ 3,35+ 1496 + | 130,44 2,72 %
via oral 0,97*+* 0,18*** 0,33*** 0,48*** 0,07*** 1,00*** 5,28%** 0,16***

80 mg/kg/dia (-82,00%) | (-96,98%) | (-89,27%)| (-71,90%)| (-92,89%)| (-45,40%) | (-78,04%) | (-74,97%)
5 dias

Valor medio £ ESM (n=6).
Entre paréntesis se indica la diferencia (disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.
Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPt®j05,” P<0,01 y™ P<0,001.

HT: hipotalamo; MS: mesencéfalo; CB: cerebelo; BL: bulbo raquideo; MD: médula espinal; CF: corteza frontal;
CE: cuerpo estriado; HC: hipocampo.
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Tabla 35. Efecto del amitraz sobre el contenido de HVA (ng/g de tejido) en regiones del SNC
de ratas de 60 dias de edad.

HVA (ng/g de tejido)

HT MS CB BL MD CF CE HC
Grupo | 86,91 + 32,40 £ 28,49 + 41,85 % 17,52 5498+ | 39559+ | 16,12+
Control 3,97 2,35 1,53 1,38 0,48 1,13 20,31 0,44

Grupo Il
Tratado 47,33 £ 27,39 + 22,67 + 16,94 + 10,67 * 3497+ | 27994+ | 1564+
via oral 1,96%** 1,80* 1,86* 0,41*** 0,27** 0,59*** 19,21** 0,41

20 mg/kg/dig (-45,54%)| (-15,48%)| (-20,45%)| (-59,51%)| (-39,12%)| (-36,38%) | (-29,23%)
5 dias

Grupo Il

Tratado 41,71 21,68 = 5,69 + 11,40 7,49 + 32,19+ | 247,01+ | 14,83z
via oral 2,55%* 0,96%** 0,44%+* 0,26*** 0,25%** 0,71%* 6,41%* 0,24*
50 mg/kg/dia (-52,00%) | (-33,10%) | (-80,03%) | (-72,77%)| (-57,25%)| (-41,44%)| (-37,56%)| (-8,02%)

5 dias
Grupo IV

Tratado 33,89 0,034 + 3,42 5,48 + 3,83+ 7,26 221,72+ | 14,19+
via oral 3,72%** 0,00*** 0,32%** 0,29*** 0,22%+* 0,41%+* 9,13%+* 0,12*

80 mg/kg/dig (-61,01%)| (-99,89%) | (-88,01%)| (-86,90%)| (-78,17%)| (-86,79%) | (-43,95%) | (-11,97%)
5 dias

Valor medio £ ESM (n=6).
Entre paréntesis se indica la diferencia (disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.
Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPt®j05,” P<0,01 y™ P<0,001.

HT: hipotalamo; MS: mesencéfalo; CB: cerebelo; BL: bulbo raquideo; MD: médula espinal; CF: corteza frontal;
CE: cuerpo estriado; HC: hipocampo.
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Tabla 36. Efecto del amitraz sobre el contenido de DA (ng/g de tejido), DOPAC (ng/g de

tejido) y HVA (ng/g de tejido) en regiones del SNC de ratas de 60 dias de edad.

Hipotalamo Mesencéfalo Cerebelo Bulbo raquideo
Grupo | Control
DA 307,41 +8,24 148,42 + 28,47 9,44 +0,43 299,29 + 4,67
DOPAC 49,49 £ 3,02 21,51 +1,56 25,78 +1,73 29,01+ 2,09
HVA 86,91 + 3,97 32,40 £ 2,35 28,49 £ 1,53 41,85 +1,38
(DOPAC+HVA)/DA 0,45 +0,03 0,37 £0,07 5,86 + 0,52 0,24 £ 0,01
Grupo Il Tratado
via oral
20 mg/kg/dia, 5 dias
DA 344,89 + 14,87 207,37 + 4,62** 20,55 + 1,03*** 382,63 £ 6,13
(39,72%) (117,78%) (27,84%)
DOPAC 36,07 £2,51** 15,98 £ 0,87*** 17,21 £1,18* 13,37 £ 0,48***
(-27,11%) (-25,70%) (-33,27%) (-53,90%)
HVA 47,33 £ 1,96*** 27,39 £1,80* 22,67 £1,86* 16,94 + 0,41*%**
(-45,54%) (-15,48%) (-20,45%) (-59,51%)
(DOPAC+HVA)/DA 0,24 +0,01*** 0,21 £ 0,02*** 1,94 +0,08** 0,08 £ 0,00%**
(-45,45%) (-43,59%) (-66,81%) (-66,56%)

Grupo Il Tratado
via oral
50 mg/kg/dia, 5 dias

DA
DOPAC

HVA

(DOPAC+HVA)/DA

495,17 + 23,50%*
(61,08%)

24,13 + 1,55%*
(-51,24%)

41,71 + 2,55%
(-52,00%)

0,13 + 0,01%*
(-69,89%)

268,22 + 15,59%*
(80,72%)

10,80 + 0,81%**
(-49,76%)

21,68 + 0,96%*
(-33,10%)

0,12 + 0,01%*
(-67,11%)

64,60 + 1,96%*
(584,72%)
5,79 + 0,20%*
(-77,56%)

5,69 + 0,44%%
(-80,03%)

0,18 + 0,01%*
(-96,96%)

625,17 + 11,24%**
(108,88%)

10,21 + 0,52+
(-64,82%)

11,40 + 0,26%*
(-72,77%)

0,03 + 0,00%*
(-85,41%)

Grupo IV Tratado
via oral
80 mg/kg/dia, 5 dias

DA

DOPAC

HVA

(DOPAC+HVA)/DA

675,64 + 25,23%*
(119,78%)

8,91 +0,97**
(-82,00%)

33,89 + 3,72
(-61,01%)

0,06 + 0,01***
(-85,51%)

285,25 + 11, 84%*
(92,19%)

0,65 + 0,18**
(-96,98%)

0,034 + 0,00%*
(-99,89%)

0,00 + 0,00
(-99,35%)

97,20 + 2,70%*
(930,22%)
2,77 +0,33%
(-89,27%)

3,42 + 0,32
(-88,01%)

0,06 + 0,00+
(-98,91%)

889,00 + 19,37***
(197,03%)

8,15 + 0,48%*
(-71,90%)

5,48 + 0,29+
(-86,90%)

0,02 + 0,00
(-93,52%)

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento y/o disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPti®)05,” P<0,01y~ P<0,001.
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Tabla 36 (-continuacion-).

Region del SNC Médula espinal Corteza Frontal Cuerpo estriado Hipocampo
Grupo | Control

DA 62,48+ 0,94 52,31+1,21 3929,66 + 30,81 170,32 +4,32
DOPAC 47,12+ 0,89 27,41+ 1,66 594,07 £4,13 10,87 £ 0,31

HVA 17,52+ 0,48 54,98+ 1,13 395,59 + 20,31 16,12 +0,44
(DOPAC+HVA)/DA 1,04+ 0,03 1,58+ 0,07 0,25 £ 0,01 0,16 + 0,00

Grupo Il Tratado
via oral
20 mg/kg/dia, 5 dias

DA
DOPAC

HVA

(DOPAC+HVA)/DA

77,13+ 0,76%
(23,45%)
8,07+ 0,39%+
(-82,88%)
10,67+ 0,27%*
(-39,12%)
0,24+ 0,00%**
(-76,57%)

68,58+ 2,81 %+
(31,09%)
24,54+ 2,43

34,97+ 0,59%*
(-36,38%)
0,88 + 0,05
(-44,67%)

4165,44 + 26,84+
(6,00%)

542,33+ 9,88%+
(-8,71%)

279,94 +19,21%*
(-29,23%)

0,20 + 0,01
(-21,62%)

197,85 + 5,66*
(16,17%)

7,20 +0,24%%
(-33,74%)
15,64 + 0,41

0,12 + 0,00%*
(-27,19%)

Grupo Il Tratado
via oral
50 mg/kg/dia, 5 dias

DA 354,72+ 8,74** 194,11+ 2,61*** 4637,48 = 100,86*** 274,01 £5,93%*
(467,73%) (271,04%) (18,01%) (60,88%)

DOPAC 4,52+ 0,19*** 20,27+ 0,68** 384,49+ 7,48** 5,49 £ 0,31%*
(-90,40%) (-26,04%) (-35,28%) (-49,50%)

HVA 7,49+ 0,25%+* 32,19+ 0,71%** 247,01 £ 6,41 14,83 £ 0,24*
(-57,25%) (-41,44%) (-37,56%) (-8,02%)

(DOPAC+HVA)/DA 0,03+ 0,00*** 0,27+ 0,00*** 0,14 + 0,00*** 0,07 = 0,00***
(-96,72%) (-82,90%) (-45,82%) (-53,12%)

Grupo IV Tratado

via oral

80 mg/kg/dia, 5 dias

DA 419,32+ 6,84** 250,39+ 3,54** 5064,90 £ 134,49%** 415,90 * 6,96***
(571,12%) (378,63%) (28,89%) (144,19%)

DOPAC 3,35+ 0,07** 14,96 + 1,00*** 130,44 £ 5,28%* 2,72 £0,16%**
(-92,89%) (-45,40%) (-78,04%) (-74,97%)

HVA 3,83+ 0,22%** 7,26+ 0,41%* 221,72 £9,13%* 14,19 £ 0,12%**
(-78,17%) (-86,79%) (-43,95%) (-11,97%)

(DOPAC+HVA)/DA 0,02 + 0,00%** 0,09+ 0,00%** 0,07 + 0,00%** 0,04 + 0,00%**
(-98,34%) (-94,39%) (-72,34%) (-74,33%)

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento y/o disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPti®)05,” P<0,01y~ P<0,001.
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3.2.3. Efecto del amitraz sobre el contenido de NA 'y MHPG en el SNC

El tratamiento con amitraz por via oral afectd de forma dosis-dependiente el contenido
de NA y de su metabolito MHPG en las regiones del SNC estudiadas (Tablas 37, 38 y 39). El
contenido de NA (ng/g de tejido) en regiones del SNC en los animales del grupo control, y de
los grupos tratados se presenta en la Tabla 37. El contenido de MHPG (ng/g de tejido) er
regiones del SNC en los animales del grupo control, y de los grupos tratados se presenta en |
Tabla 38. La Tabla 39 recoge los resultados expresados en las Tablas 37 y 38, incluyendt

ademas la tasa de recambio (MHPG/NA).

Los resultados expresados en las Tablas 37, 38 y 39 demuestran que:

* En los animales tratados con la dosis de 20 mg amitraz/kg p.c./dia durante 5 dias se
produjo en todas las regiones del SNC, excepto en el cuerpo estriado, un aumento
estadisticamente significativo del contenido de NA, respecto a los animales control. Este
aumento fue del rango del 7% al 145%. En cuanto al contenido de MHPG, se produjo en
todas las regiones del SNC, una pérdida estadisticamente significativa, respecto a los
animales control. Esta pérdida fue del rango del 37% al 67 %. La tasa de recambio sufrio
una disminucion estadisticamente significativa en todas las regiones del SNC. Esta

disminucién fue del rango del 22% al 77%.

* En los animales tratados con la dosis de 50 mg amitraz/kg p.c./dia durante 5 dias (grupc
[ll) se produjo en todas las regiones del SNC un aumento estadisticamente significativo
del contenido de NA, respecto a los animales control. Este aumento fue del rango del
29% al 172%. En cuanto al contenido de MHPG, se produjo en todas las regiones del
SNC una pérdida estadisticamente significativa, respecto a los animales control. Esta
pérdida fue del rango del 54% al 75%. La tasa de recambio disminuyo de forma
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estadisticamente significativa en todas las regiones del SNC. Esta disminucion fue del

rango del 46% al 97%.

* En los animales tratados con la dosis de 80 mg amitraz/kg p.c./dia durante 5 dias (grupc
IV) se produjo en todas las regiones del SNC un aumento estadisticamente significativo
del contenido de NA, respecto a los animales control. Este aumento fue del rango del 49
% al 458%. En cuanto al contenido de MHPG, se produjo en todas las regiones del SNC
una pérdida estadisticamente significativa, respecto a los animales control. Esta pérdids
fue del rango del 64% al 90%. La tasa de recambio disminuyo estadisticamente de forma
significativa en todas las regiones del SNC. Esta disminucién fue del rango del 78% al

98%.

En conclusion, el amitraz de forma dosis-dependiente origina un aumento del contenido de
NA y un descenso del contenido de su metabolito MHPG, ambos estadisticamente
significativos, en las regiones cerebrales estudiadas. A la dosis mas alta ensayada (80 m
amitraz/kg p.c./dia, 5 dias), el efecto sobre el aumento del contenido de NA en orden
decreciente fue: cerebelo> cuerpo estriado> hipotalamo> bulbo> hipocampo> mesencéfalo>
medula> corteza frontal, y el efecto sobre el descenso del contenido de MHPG en orden
decreciente fue: cerebelo> mesencéfalo> bulbo> hipotalamo> cuerpo estriado> hipocampo>

corteza frontal> medula.
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Tabla 37. Efecto del amitraz sobre el contenido de NA (ng/g de tejido) en regiones del SNC de
ratas de 60 dias de edad.

NA (ng/g de tejido)

HT MS CB BL MD CF CE HC
Grupo | 676,33+ | 23501+ | 118,53+ | 294,73+ | 403,02+ | 24538+ | 64,19+ | 153,59 +
Control 31,98 4,77 7,46 4,40 3,63 7,34 6,79 5,30
Grupo Il
Tratado 889,16 + | 283,72+ | 290,09+ | 339,16+ | 430,18+ | 293,31+ | 76,67+ | 201,52 +
via oral 32,87 8,84+ 5,92%*+* 5,02%** 8,13* 3,66*** 5,91 10,29**
20 mg/kg/dia (31,47%) | (20,73%) | (144,73%)| (15,08%) | (6,74%) | (19,53%) (31,20%)
5 dias
Grupo Il

Tratado 1840,88 +| 363,18+ | 307,63+ | 581,11+ | 585,49+ | 316,89+ | 132,09+ | 238,15+
via oral 51,60*** | 18,63*** 7,15%** Q,45%** 18,65*** 4,81 %+ 6,72%** 7,95%**
50 mg/kg/dia (172,19%)| (54,54%) | (159,53%)| (97,17%) | (45,28%) | (29,14%) | (105,79%)| (55,05%)

5 dias

Grupo IV
Tratado 1931,01 +| 460,93+ | 661,63+ | 657,81+ | 651,88+ | 366,61+ | 25454+ | 317,44+
via oral 19,36** | 11,31** | 12,56*** 7,63*** 13,57%* | 11,75%* 5,40*** 14,24

80 mg/kg/dia (185,51%)| (96,13%) | (458,19%)| (123,19%)| (61,75%) | (49,40%) | (296,55%)| (106,67%)
5 dias

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPt®j05,” P<0,01 y™ P<0,001.

HT: hipotalamo; MS: mesencéfalo; CB: cerebelo; BL: bulbo raquideo; MD: médula espinal; CF: corteza frontal;

CE: cuerpo estriado; HC: hipocampo.
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Tabla 38. Efecto del amitraz sobre el contenido de MHPG (ng/g de tejido) en regiones del SNC
de ratas de 60 dias de edad.

MHPG (ng/g de tejido)

HT MS CB BL MD CF CE HC
Grupo | 224,30+ | 107,13+ | 71,92+ 68,38 + 99,75+ | 190,25+ | 176,60%+| 61,76+
Control 2,89 0,82 1,07 1,31 1,04 4,58 6,92 2,13

Grupo Il
Tratado 10558+ | 67,59 23,50 + 36,90 + 50,81+ 129,89+ | 90,97 % 35,44
via oral 2,33*** 0,89*** 0,91*** 1,52%** 1,15%* 3,03*** 3,44+ 1,93***

20 mg/kg/dia (-52,93%) | (-36,91%) | (-67,32%)| (-46,04%)| (-49,07%)| (-31,72%) | (-48,49%) | (-42,62%)
5 dias

Grupo Il
Tratado 57,34 + 32,04 + 17,63 + 25,29 + 43,02+ 56,73 £ 80,43 27,59 +
via oral 0,60%*** 0,97*** 0,53*** 0,86*** 0,77+ 1,77%* 2,42%** 0,91 %+

50 mg/kg/dia (-74,43%)| (-70,09%) | (-75,49%) | (-63,02%) | (-56,87%)| (-70,18%)| (-54,45%)| (-55,33%)
5 dias

Grupo IV
Tratado 30,81 + 11,90 + 6,93 + 9,31+ 35,73 40,57 = 29,67 10,48
via oral 1,27** 0,39*** 0,28*** 0,54+ 1,18*** 0,41%+* 1,45 0,55%+*

80 mg/kg/dia (-86,27%)| (-88,90%) | (-90,37%)| (-86,39%)| (-64,18%)| (-78,67%)| (-83,20%) | (-83,04%)
5 dias

Valor medio £ ESM (n=6).
Entre paréntesis se indica la diferencia (disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.
Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPt®j05,” P<0,01 y™ P<0,001.

HT: hipotalamo; MS: mesencéfalo; CB: cerebelo; BL: bulbo raquideo; MD: médula espinal; CF: corteza frontal;
CE: cuerpo estriado; HC: hipocampo.
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Tabla 39. Efecto del amitraz sobre el contenido de NA (ng/g de tejido) y MHPG (ng/g de

tejido) de regiones del SNC en ratas de 60 dias de edad.

Hipotalamo Mesencéfalo Cerebelo Bulbo raquideo
Grupo | Control
NA 676,33 + 31,98 235,01 £ 4,77 118,53 + 7,46 294,73 + 4,40
MHPG 224,30 + 2,89 107,13 +0,82 71,92 +1,07 68,38 +1,31
MHPG/NA 2,89+0,01 0,46 +£ 0,02 0,62 + 0,04 0,23 + 0,00

Grupo Il Tratado
via oral

20 mg/kg/dia, 5 dias

NA

MHPG

MHPG /NA

889,16 + 32,87
(31,47%)

105,58 + 2,33
(-52,93%)

0,12 + 0,00%*
(-64,34%)

283,72 + 8,84%+
(20,73%)

67,59 + 0,89
(-36,91%)

0,24 + 0,01%*
(-47,57%)

290,09 + 5,92%+
(144,73%)
23,50 + 0,91
(-67,32%)

0,08 + 0,00%**
(-86,81%)

339,16 + 5,02+
(15,08%)

36,90 + 1,52%*
(-46,04%)

0,11 + 0,00%**
(-53,08%)

Grupo Il Tratado
via oral

50 mg/kg/dia, 5 dias

NA

MHPG

MHPG /NA

1840,88 + 51,60
(172,19%)

57,34 + 0,60
(-74,43%)

0,03 + 0,00%*
(-90,66%)

363,18 + 18,63**
(54,54%)

32,04 + 0,97
(-70,09%)

0,09 + 0,01%**
(-80,43%)

307,63 + 7,15+
(159,53%)
17,63 + 0,53%**
(-75,49%)

0,06 % 0,00%**
(-90,71%)

581,11 + 9,45%*
(97,17%)

25,29 + 0,86
(-63,02%)

0,04 % 0,00%**
(-81,26%)

Grupo IV Tratado
via oral

20 mg/kg/dia, 5 dias

NA

MHPG

MHPG /NA

1931,01 + 19,36
(185,51%)

30,81 + 1,27
(-86,27%)

0,02 + 0,00%*
(-95,23%)

460,93 +11,31%+
(96,13%)

11,90 + 0,39%**
(-88,90%)

0,03 + 0,00%**
(-94,33%)

661,63 + 12,56
(458,19%)

6,93 + 0,28%*
(-90,37%)

0,01 + 0,00%**
(-98,30%)

657,81 + 7,63%*
(123,19%)

9,31 + 0,54%*
(-86,39%)

0,01 + 0,00%**
(-93,91%)

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento y/o disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPti®)05,” P<0,01y~ P<0,001.

130




Tabla 39 (-continuacion-).

Region del SNC Médula espinal Corteza Frontal Cuerpo estriado Hipocampo

Grupo | Control

NA 403,02 + 3,63 245,38 + 7,34 64,19 + 6,79 153,59 £ 5,30

MHPG 99,75+ 1,04 190,25 + 4,58 176,60 + 6,92 61,76 + 2,13

MHPG/NA 0,25 + 0,00 0,78+ 0,03 2,93 10,36 0,41 +0,02

Grupo Il Tratado

via oral

20 mg/kg/dia, 5 dias

NA 430,18 + 8,13* 293,31 + 3,66*** 76,67 +£5,91 201,52 + 10,29***
(6,74%) (19,53%) (31,20%)

MHPG 50,81 + 1,15%* 129,89 + 3,03*** 90,97 + 3,44 35,44 + 1,93**
(-49,07%) (-31,72%) (-48,49%) (-42,62%)

MHPG /NA 0,12 + 0,00*** 0,44 + 0,01*** 1,24 + 0,15* 0,18 £ 0,01***
(-52,18%) (-43,17%) (-57,63%) (-56,27%)

Grupo Il Tratado
via oral

50 mg/kg/dia, 5 dias

NA

MHPG

MHPG /NA

585,49 + 18,65
(45,28%)

43,02 +0,77%*
(-56,87%)

0,07 + 0,00%**
(-70,20%)

316,89 + 4,81+
(29,14%)

56,73 + 1,77
(-70,18%)

0,18 + 0,01%**
(-76,99%)

132,09 + 6,72%+
(105,79%)
80,43 + 2,42
(-54,45%)

0,62 + 0,04%**
(-78,86%)

238,15 + 7,95%*
(55,05%)

27,59 + 0,91+
(-55,33%)

0,12 + 0,01%**
(-71,24%)

Grupo IV Tratado
via oral

20 mg/kg/dia, 5 dias

NA

MHPG

MHPG /NA

651,88 + 13,57
(61,75%)

35,73 + 1,18
(-64,18%)

0,05 + 0,00%**
(-77,83%)

366,61 + 11,75
(49,40%)

40,57 + 0,41+
(-78,67%)

0,11 + 0,00%**
(-85,72%)

254,54 + 5,40+
(296,55%)
29,67 + 1,45%
(-83,20%)

0,12 + 0,01%**
(-96,02%)

317,44 + 14,24%
(106,67%)

10,48 + 0,55%**
(-83,04%)

0,03 + 0,00%**
(-91,85%)

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento y/o disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPti®)05,” P<0,01y~ P<0,001.
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3.3. EFECTO DEL AMITRAZ EN RATAS DE 60 DIAS NACIDAS DE MADRES
TRATADAS CON AMITRAZ DURANTE EL PERIODO DE LA PRENEZ Y LA
LACTANCIA.

Con el objeto de evaluar una posible neurotoxicidad en el desarrollo, ratas gestantes s¢
trataron por via oral con amitraz (20 mg amitraz/kg p.c./dia, durante los dias 6 a dia 21 de
gestacion, y durante los dias 1 a 10 de la lactancia) disuelto en aceite de maiz. El tratamient
con amitraz no produjo ningun efecto sobre la ingesta de alimento, ni sobre la ganancia de pes
corporal en las madres gestantes, asi como en sus crias. Tampoco se observaron alteraciones

comportamiento de las madres gestantes.

Las ratas machos y hembras nacidas de las ratas madres (tratadas con 20 mg amitraz/|
p.c./dia, durante los dias 6 a dia 21 de gestacion, y durante los dias 1 a 10 de la lactanci
transcurridos 60 dias (es decir ratas machos y hembras a los 60 dias de edad), no mostrar
ningun efecto en la ganancia o el incremento del peso corporal con respecto a las ratas contr
machos y hembras nacidas de ratas madre no tratadas con amitraz (también de 60 dias de ede
Tampoco se observd ningun efecto sobre el peso de los tejidos (regiones cerebrales) ni en |

relacion peso tejido/peso corporal (%) con respecto a los animales control.
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3.3.1. Efecto del amitraz sobre el contenido de 5-HT y 5-HIAA en el SNC

El tratamiento con amitraz por via oral a ratas madres durante el periodo de gestacion
desde el dia 6 al dia 21 y durante la lactancia desde el dia 1 al dia 10, afectd al contenido de !
HT y de su metabolito 5-HIAA en las regiones del SNC estudiadas de las ratas descendientes
la edad de 60 dias (Tablas 40, 41 y 42). El contenido de 5-HT (ng/g de tejido) en regiones de
SNC en los animales del grupo control, y de los grupos tratados se presenta en la Tabla 40. E
contenido de 5-HIAA (ng/g de tejido) en regiones del SNC en los animales del grupo control y
de los grupos tratados se presenta en la Tabla 41. La Tabla 42 recoge los resultados expresac

en las Tablas 40 y 41, incluyendo ademas la tasa de recambio (5-HIAA/5-HT).

Los resultados expresados en las Tablas 40, 41 y 42 demuestran que:

* En las ratas machos de 60 dias de edad nacidas de ratas madre tratadas durante los d
de gestacion 6 a 21 y durante los dias de lactancia 1 a 10 con la dosis de 20 mg
amitraz/kg p.c./dia durante 5 dias (grupt se produjo una pérdida estadisticamente
significativa del contenido de 5-HT en las regiones cuerpo estriado y corteza frontal,
respecto a los animales control. Esta disminucion fue de un R490() en la corteza
frontal y de un 17%R<0,001) en el cuerpo estriado. En cuanto al contenido de 5-HIAA,
hubo también una perdida estadisticamente significativa en las regiones corteza frontal y
cuerpo estriado y un aumento estadisticamente significativo en las regiones bulbo e
hipocampo, respecto a los animales control. La pérdida fue de unPE®0@1) en el
cuerpo estriado y de un 229%<0,001) en la corteza frontal. El incremento fue de un
16% (P<0,001) en el bulbo y de un 39%<0,001) en el hipocampo. La tasa de
recambio sufrié un disminucion estadisticamente significativas de uiP62/001) en

la corteza frontal y un aumento de un 34260,01) en el hipocampo.
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* En las ratas hembras de 60 dias de edad nacidas de ratas madres tratadas durante los ©
de gestacion 6 a 21 y durante los dias de lactancia 1 a 10 con la dosis de 20 mg
amitraz/kg p.c./dia durante 5 dias (grup@) ltambién se produjo una pérdida
estadisticamente significativa del contenido de 5-HT en las regiones cuerpo estriado y
corteza frontal, respecto a los animales control. Esta disminucion fue de un 13%
(P<0,05) en el cuerpo estriado y de un 3@%(Q,001) en la corteza frontal. En cuanto al
contenido de 5-HIAA, también hubo una perdida estadisticamente significativa en las
regiones corteza frontal y cuerpo estriado y un aumento estadisticamente significativo en
las regiones bulbo e hipocampo, respecto a los animales control. La pérdida fue de un
11% (P<0,05) en el cuerpo estriado y de un 8P«(Q,01) en la corteza frontal. El
incremento fue de un 61%P<€0,001) en el bulbo raquideo y de un 53% en el
hipocampo. La tasa de recambio sufri6 un aumento estadisticamente significativo de un

30% (P<0,01) en el bulbo raquideo.

En conclusidon, el amitraz origina una disminucion estadisticamente significativa del
contenido de 5-HT y de su metabolito 5-HIAA en las regiones corteza frontal y cuerpo estriado,
y un aumento estadisticamente significativo del metabolito 5-HIAA en las regiones hipocampo
y bulbo raquideo. El efecto sobre el descenso del contenido en 5-HT en orden decreciente fue
corteza frontal> cuerpo estriado tanto en ratas macho como en ratas hembras. El efecto sobre
descenso del contenido en 5-HIAA en orden decreciente fue: corteza frontal> cuerpo estriado et
ratas macho y cuerpo estriado> corteza frontal en las ratas hembras. El efecto sobre el aumen
del contenido de 5-HIAA en las ratas macho en orden decreciente fue: hipocampo> bulbo, y er

la ratas hembra fue: bulbo> hipocampo.
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Tabla 40. Contenido de 5-HT (ng/g de tejido) en regiones del SNC en ratas control de 60 dias
de edad, y en ratas de 60 dias de edad nacidas de ratas madre tratadas con amitraz durante los

dias 6 a 21 de gestacién y durante los dias 1 a 10 de lactancia.

5-HT (ng/g de tejido)

HT MS CB BL MD CF CE HC
Grupo I*
2051,66+ | 2580,09+ | 157,23+ | 1402,34+| 855,71+ | 1154,40+| 836,09+ | 584,62+

Control 2356 | 10,07 3,79 18,87 6,54 1544 | 1494 4,56
Ratasd

Grupo 1?

Control | 208111 #%| 2578,17 +| 137,00 + | 140442 | 848,77+ | 1196,74+| 85859 + | 548,70 +

17,62 47,80 3,70 33,83 12,25 28,77 14,01 11,09

Ratas ¢

Grupo II'*

Ratasd | 2118,14%| 2611,41+| 229,44 + | 1569,69 +| 1029,75+| 957,04+ | 742,80+ | 689,36 +
nacdasde | 2311 | 11151 | 3803 | 8L28 | 11319 | 1415 | 2397 | 7759
madres

tratadas (-17,10%) | (-11,16%)
20 mg/kg /dig

Grupo 112

Ratas @ 2221,98 +| 2675,86 +| 161,31+ | 1596,38 +| 1027,08 £| 838,05+ | 747,41+ | 644,09 +
nacidas de | 81,72 24,09 10,54 90,14 102,18 | 9,00%* 35 41* 55,15
madres

tratadas (-29,97%) | (-12,95%)

20 mg/kg /dig

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPti®)05,” P<0,01y~ P<0,001.

HT: hipotalamo; MS: mesencéfalo; CB: cerebelo; BL: bulbo raquideo; MD: médula espinal; CF: corteza frontal;

CE: cuerpo estriado; HC: hipocampo.
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Tabla 41 Contenido de 5-HIAA (ng/g de tejido) en regiones del SNC en ratas control de 60 dias
de edad, y en ratas de 60 dias de edad nacidas de ratas madre tratadas con amitraz durante los

dias 6 a 21 de gestacién y durante los dias 1 a 10 de lactancia.

5-HIAA (ng/g de tejido)

HT MS CB BL MD CF CE HC
Grupo I*
. | 1176,54 +| 1626,75+| 116,98 + | 804,92 + | 403,83+ | 613,21+ | 735,24+ | 49558 +
ontro
9,83 17,03 3,63 17,20 11,37 11,64 5,64 22,14
Ratas&
Grupo 1?
Control 1155,31 +| 1647,13+| 110,03+ | 618,63+ | 456,42 + | 484,01+ | 728,93 + | 464,99 +
17,65 10,24 1,82 15,94 8,99 38,00 24,63 9,51
Ratas ¢
Grupo II'*
Ratas? | 1534.65%| 1744,99 +| 117,87 + | 93451+ | 501,25+ | 479,33+ | 660,95+ | 690,17 +
naci%as de | 160,97 119,63 33,65 5,34%%* 52,72 | 11,02%* | 11,03** | 20,86%*
madares
tratadas (16,10%) (-21,83%) | (-10,10%) | (39,26%)
20 mg/kg /dig
Grupo 112
RatasQ | 1548,53%| 202563 +| 146,89 + | 99547+ | 56157+ | 44528+ | 650,84+ | 712,63+
nacidas de | 194,23 208,38 17,85 16,69%** 49,02 16,90** 15,35* 9,80***
madres
tratadas (60,91%) (-8,00%) | (-10,71%)| (53,26%)

20 mg/kg /dig

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento y/o disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPti®)05,” P<0,01y~ P<0,001.

HT: hipotalamo; MS: mesencéfalo; CB: cerebelo; BL: bulbo raquideo; MD: médula espinal; CF: corteza frontal;

CE: cuerpo estriado; HC: hipocampo.
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Tabla 42. Contenido de 5-HT (ng/g de tejido) y 5-HIAA (ng/g de tejido) en regiones del SNC
en ratas control de 60 dias de edad, y en ratas de 60 dias de edad nacidas de ratas madre trata
con amitraz durante los dias 6 a 21 de gestacion y durante los dias 1 a 10 de lactancia.

Hipotalamo Mesencéfalo Cerebelo Bulbo raquideo
Grupo I Control
5-HT 2051,66 + 23,56 2580,09 + 10,07 157,23 + 3,79 1402,34 + 18,87
5-HIAA 1176,54 + 9,83 1626,75 + 17,03 116,98 + 3,63 804,92 + 17,20
5-HIAA/5-HT 0,57 +0,01 0,63 +0,01 0,75+ 0,03 0,57 £ 0,02
Grupo 1?Control
5-HT 2061,11 + 17,62 2578,17 + 47,80 137,00 + 3,70 1569,69 + 33,83
5-HIAA 1155,31 £ 17,65 1647,13 £ 10,24 110,03 +1,82 618,63 + 15,94
5-HIAA/5-HT 0,56 + 0,01 0,77 £0,01 1,00 + 0,04 0,54 + 0,02

Grupo Il ! Tratado
5-HT

5-HIAA

5-HIAA/S-HT

2118,14+ 23,11

1534,65 * 160,97

0,73+0,08

2611,41 +111,51

1744,99 + 119,63

0,67+ 0,03

229,44 + 38,03

176,87 + 33,65

1,14+ 0,36

1569,69 + 81,28

934,51 + 5,34+
(16,10%)
0,60 + 0,03

Grupo Il *Tratado
5-HT

5-HIAA

5-HIAA/S-HT

2221,98 + 81,72

1548,53 £ 194,23

0,70+ 0,09

2675,86 + 24,09

2025,63 + 208,38

0,76 + 0,08

161,31 + 10,54

146,89 + 17,35

0,90+ 0,07

1596,38 + 90,14

995,47 + 16,69**
(60,91%)

0,63 + 0,04*
(29,87%)

Valor medio £ ESM (n=6).
Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPti®)05,” P<0,01y~ P<0,001.
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Tabla 42 (-continuacion-).

Médula espinal Corteza Frontal Cuerpo estriado Hipocampo
Grupo |*Control
5-HT 855,71 + 6,54 1154,40 + 15,44 836,09 + 14,94 584,62 + 4,56
5-HIAA 403,83 + 11,37 613,21 +11,64 735,24 + 5,64 495,58 + 22,14
5-HIAA/5-HT 0,47 £ 0,01 0,53+0,01 0,88 £ 0,01 0,85 + 0,04

Grupo 1?Control
5-HT

5-HIAA
5-HIAA/5-HT

848,77 +£12,25
456,42 + 8,99
0,54 £ 0,02

1196,74 + 28,77
484,01 + 38,00
0,40 + 0,03

858,59 + 14,01
728,93 + 24,63
0,85+ 0,04

548,70 + 11,09
464,99 + 9,51
0,85+ 0,02

Grupo Il * Tratado
5-HT

5-HIAA

5-HIAA/5-HT

1029,75 £ 113,19

501,25 £52,72

0,50 + 0,09

957,04 + 14,15%*
(-17,10%)

479,33 + 11,92+
(-21,83%)

0,50 + 0,01%**
(-5,82%)

742,80 + 23,97**
(-11,16%)

660,95 + 11,03
(-10,10%)

0,89 + 0,03

689,36 + 77,59

690,17 + 20,86%
(39,26%)

1,14 + 0,08*
(34,22%)

Grupo Il *Tratado
5-HT

5-HIAA

5-HIAA/5-HT

1027,08 + 102,18

561,57 £49,02

0,50 + 0,05

838,05 + 9,00%+
(-29,97%)
445,28 + 16,90*
(-8,00%)

0,53 + 0,02

747,41% 35,41*
(-12,95%)
650,84 + 15,35
(-10,71%)

0,88 + 0,05

644,09 £52,15

712,63+ 9,80%+
(53,26%)
1,06+ 0,11

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento y/o disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPt®j05,” P<0,01 y™ P<0,001.
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3.3.2. Efecto del amitraz sobre el contenido de DA, DOPAC y HVA en el SNC

El tratamiento con amitraz por via oral a ratas madres durante el periodo de gestacion
desde el dia 6 al dia 21 y durante la lactancia desde el dia 1 al dia 10, afect6 al contenido de D/
y de sus metabolitos DOPAC y HVA en las regiones del SNC estudiadas de las ratas
descendientes a la edad de 60 dias (Tablas 43, 44, 45 y 46). El contenido de DA (ng/g de tejidc
en regiones del SNC en los animales del grupo control, y de los grupo tratados se presenta en
Tabla 43. El contenido de DOPAC (ng/g de tejido) en regiones del SNC en los animales del
grupo control, y de los grupo tratados se presenta en la Tabla 44. El contenido de HVA (ng/g de
tejido) en regiones del SNC en los animales del grupo control, y de los grupo tratados se
presenta en la Tabla 45. La Tabla 46 recoge los resultados expresados en las Tablas 43, 44 y £

incluyendo ademas la tasa de recambio (DOPAC+HVA/DA).

Los resultados expresados en las Tabla 43, 44, 45 y 46 demuestran que:

* En las ratas machos de 60 dias de edad nacidas de ratas madres tratadas con la dosis
20 mg amitraz/kg p.c./dia durante los dias 6 a 21 de gestacion y durante los dias 1 a 1f
de la lactancia (grupo®lY ) se produjo en las regiones cuerpo estriado, corteza frontal e
hipocampo una disminucion estadisticamente significativa del contenido de DA,
respecto a los animales control. Esta disminucion fue de un R20¢0(Q) en el cuerpo
estriado, de un 17%P€0,001) en la corteza frontal y de un 32%<(@,001) en el
hipocampo. En cuanto al contenido de DOPAC, se produjo un aumento estadisticamente
significativo de un 30%R<0,001) en el cuerpo estriado e hipocampo y una pérdida
estadisticamente significativa de un 292«,001) en la corteza frontal, respecto a los
animales control. En cuanto al contenido de HVA se produjo un aumento
estadisticamente significativo de un 169&@,001) en el cuerpo estriado y de un 23%

(P<0,01) en el hipocampo y una pérdida estadisticamente significativa del 21%
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(P<0,001) en la corteza frontal, respecto a los animales control. En este grupo
Gnicamente se observdé una disminucion estadisticamente significativa en la tasa de
recambio de DA en la corteza frontal de un &Q,01) y un aumento estadisticamente
significativo de un 41%H<0,001) en el cuerpo estriado y de un 692460,001) en el

hipocampo.

En las ratas hembras de 60 dias de edad nacidas de ratas madre tratadas con la dosis
20 mg amitraz/kg p.c./dia durante los dias 6 a 21 de gestacion y durante los dias 1 a 1f
de la lactancia (grupo™lf ? se produjo en las regiones cuerpo estriado, corteza frontal e
hipocampo una disminucion estadisticamente significativa del contenido de DA,
respecto a los animales control. Esta disminucion fue de unR2094001) en el cuerpo
estriado, de un 29%P€0,001) en la corteza frontal y de un 8®<(Q,05) en el
hipocampo. En cuanto al contenido de DOPAC, se produjo un aumento estadisticamente
significativo de un 18%R<0,01) en el cuerpo estriado y de un 43®4Q,001) en el
hipocampo y una pérdida estadisticamente significativa de un B3%001) en la
corteza frontal, respecto a los animales control. En cuanto al contenido de HVA se
produjo un aumento estadisticamente significativo de un 4%9%,@01) en el cuerpo
estriado y de un 54%P€0,001) en el hipocampo y una pérdida estadisticamente
significativa de un 36%H<0,001) en la corteza frontal, respecto a los animales control.
En este grupo Unicamente se observé un aumento estadisticamente significativo en I
tasa de recambio de DA en el cuerpo estriado de un BE%001) y en el hipocampo

de un 58%P<0,001).
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En conclusion, el amitraz origina una disminucidén estadisticamente significativa del
contenido de DA en las regiones hipocampo, cuerpo estriado y corteza frontal tanto en ratas
macho como en hembras y un aumento estadisticamente significativo del contenido del
metabolito DOPAC en las regiones hipocampo, mesencéfalo y cuerpo estriado tanto en rata
machos como en ratas hembras, asi como del contenido del metabolito HVA en las regione:
hipocampo y cuerpo estriado tanto en ratas machos como en hembras. Por otra parte, el amitre
origino un descenso estadisticamente significativo del contenido de los metabolitos DOPAC y
HVA en la corteza frontal tanto en ratas machos como en ratas hembras. El efecto sobre I
disminucién del contenido de DA en orden decreciente fue: hipocampo> corteza frontal>
cuerpo estriado en ratas machos y corteza frontal> cuerpo estriado> hipocampo en rata:
hembras; el efecto sobre el aumento del contenido en DOPAC en orden decreciente fue
mesencéfalo> hipocampo> cuerpo estriado tanto en ratas machos como en ratas hembras.
efecto sobre el aumento del contenido en HVA en orden decreciente fue: hipocampo> cuerpc

estriado tanto en ratas machos como ratas en hembras.
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Tabla 43. Contenido de DA (ng/g de tejido) en regiones del SNC en ratas control de 60 dias de
edad, y en ratas de 60 dias de edad nacidas de ratas madre tratadas con amitraz durante los di
6 a 21 de gestacion y durante los dias 1 a 10 de lactancia.

DA(ng/g de tejido)
HT MS CB BL MD CF CE HC
Grupo 1™ | 154020 +| 110553+ 8748+ | 51945+ | 29578+ | 508,51+ | 7252.74 +| 434,62 +
Control 17,50 17,46 1,89 18,93 3,77 1,92 121,07 0,08
Ratas&
Grupo 12 7654,58 +| 504,89+
1052,92 +| 1128,70 +| 93,15+ | 463,86+ | 309,52 +| 495,39 +
Control 84,04 10,70
12,15 70,11 0,78 9,40 4,32 14,59
Ratas ¢
Grupo I1'*
Ratas? | 135998 %| 137491 +| 139,33+ | 604,65+ | 331,28+ | 421,26+ | 6447,88 | 329,08 +
naci%as de | 66,82 130,33 23,71 63,28 22,09 6,55%* | 137,17* | 8,12%*
madres
20 mg/kg /dig
Grupo 11 2
Ratas @ | 1238,77 +| 1473,23%| 141,67+ | 568,67+ | 338,63+ | 350,26 % | 682854 +| 468,38+
nacidas de 96,67 188,93 22,12 57,88 31,22 4.26%* | 145 30*** 8,59*
madres
iratadas (-29,30%) | (-12,10%)| (-7,80%)
20 mg/kg /dig

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPt®j05,” P<0,01 y™ P<0,001.

HT: hipotalamo; MS: mesencéfalo; CB: cerebelo; BL: bulbo raquideo; MD: médula espinal; CF: corteza frontal;

CE: cuerpo estriado; HC: hipocampo.

142




Tabla 44. Contenido de DOPAC (ng/g de tejido) en regiones del SNC en ratas control de 60 dias de
edad, y en ratas de 60 dias de edad nacidas de ratas madre tratadas con amitraz durante los dias ¢
gestacion y durante los dias 1 a 10 de lactancia.

DOPAC (ng/g de tejido)
HT MS CB BL MD CF CE HC
1
Grupo | 103,29+ | 61,85+ | 1854+ | 1045+ | 20,48+ | 46,52+ | 833,58 +
Control 8,40 £ 0,20
2,02 3,24 0,22 0,31 0,51 1,07 15,79
Ratas?
Grupo 12
Control 9593+ | 50,38+ | 2126+ | 7,76+ | 22,09+ | 51,00+ | 883,62+ | 8,65+
1,13 4,96 0,41 0,17 0,26 1,49 24,89 0,31
Ratas ¢
Grupo I1'*
Ratasd 111,76 + | 83,05+ | 19,64+ | 11,64+ | 2509+ | 34,97+ | 1081,61+| 10,95+
naci%as de 8,61 2,68%% 1,66 1,16 2,34 1,04% | 11,09%* | (,21%
madres
tratadas (34,27%) (-24,84%)| (29,75%) | (30,36%)
20 mg/kg /dig
Grupo 11 2
Ratas ¢ 107,38+ | 76,80+ | 22,83+ | 12,87+ | 2958+ | 34,33+ | 104452+ 12,35+
nacidas de 5,90 1,08%%* 1,92 2,83 3,85 0,84% | 3578 | 0,43%*
madres
tratadas (52,45%) (-32,69%) | (18,21%) | (42,74%)
20 mg/kg /dig

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento y/o disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.
Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPt®j05,” P<0,01 y™ P<0,001.

HT: hipotalamo; MS: mesencéfalo; CB: cerebelo; BL: bulbo raquideo; MD: médula espinal; CF: corteza frontal;

CE: cuerpo estriado; HC: hipocampo.
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Tabla 45. Contenido de HVA (ng/g de tejido) en regiones del SNC en ratas control de 60 dias de ed
en ratas de 60 dias de edad nacidas de ratas madre tratadas con amitraz durante los dias 6 a 21 d¢

gestacion y durante los dias 1 a 10 de lactancia.

HVA (ng/g de tejido)

HT MS CB BL MD CF CE HC
Grupo I*
42,89 + 34,35 + 12,62 + 11,45 + 9,22 + 28,88+ | 472,93 + 5,75 +

Control 1,58 1,16 0,50 0,32 0,22 0,83 8,37 0,13
Ratasd

Grupo 12

Control 34,06 + 33,58 + 10,32 + 10,81 + 9,44 + 34,65 + 347,16 + 4,84 +

1,19 2,57 0,23 0,17 0,32 1,02 21,19 0,30

Ratas ¢

Grupo I1'*

Ratas? 47,72 + 41,87 + 13,51 + 14,68 + 12,88 + 22,75 + 547,40 + 7,07 £
nacidas de 3,74 3,88 0,12 1,14 1,74 0,87+ | 9,24% 0,34%*

madres

tratadas (-21,20%) | (15,75%) | (23,06%)

20 mg/kg /dig

Grupo 11 2

Ratas 9 49,58 + 44 59 + 11,82 + 13,48 + 13,39 + 22,21 + 499,95 + 7,46
nacidas de 1,48 4,89 0,77 1,46 1,82 1,08*** 12,35%** 0,33***

madres

tratadae (-35,92%) | (44,01%) | (54,08%)

20 mg/kg /dig

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento y/o disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPt®j05,” P<0,01 y™ P<0,001.

HT: hipotalamo; MS: mesencéfalo; CB: cerebelo; BL: bulbo raquideo; MD: médula espinal; CF: corteza frontal;

CE: cuerpo estriado; HC: hipocampo.
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Tabla 46. Contenido de DA (ng/g de tejido), DOPAC (ng/g de tejido) y HVA (ng/g de tejido) en
regiones del SNC en ratas control de 60 dias de edad, y en ratas de 60 dias de edad nacidas de ra
madre tratadas con amitraz durante los dias 6 a 21 de gestacidn y durante los dias 1 a 10 de lactan

Hipotalamo Mesencéfalo Cerebelo Bulbo raquideo
Grupo I Control
DA 1240,20 £ 17,50 1105,53 £ 17,46 87,48 + 1,89 519,45 + 18,93
DOPAC 103,29 + 2,02 61,85 + 3,24 18,54 £ 0,22 10,45+ 0,31
HVA 42,89 + 1,58 34,35+1,16 12,62 + 0,50 11,45+ 0,32
(DOPAC+HVA)/DA (0,12 +£0,00 0,09 + 0,00 0,36 £ 0,01 0,04 +£0,01
Grupo |? Control
DA 1052,92 +£ 12,15 1128,70 £ 70,11 93,15+0,78 463,86 + 9,40
DOPAC 45,93 +1,13 50,38 + 4,96 21,26+ 0,41 7,76 £ 0,17
HVA 34,06 £1,19 33,58 + 2,57 10,32+ 0,23 10,81+ 0,17
(DOPAC+HVA)/DA |0,012 + 0,00 0,07 + 0,00 0,34+ 0,01 0,04 + 0,00

Grupo Il *Tratado
DA

1359,98 + 66,82

1374,91 + 130,33

139,33 + 23,71

604,65 * 63,28

DOPAC 111,76 + 8,61 83,05 + 2,68 19,64 + 1,66 11,64 +1,16
(34,27%)

HVA 47,72 £3,74 41,87 + 3,88 13,51 +0,12 14,68 + 1,14

(DOPAC+HVA)/DA [0,12 0,01 0,10 + 0,01 0,27 +0,04 0,05 + 0,00

Grupo Il *Tratado
DA

1238,77 £ 96,67

1473,23 + 188,93

141,67 + 22,12

568,67 £ 57,88

DOPAC 107,38 +5,90 76,80 + 1,08 22,83 +1,92 12,87 +2,34
(52,45%)

HVA 42,91 + 4,94 44,59 + 4,89 11,82 +0,77 13,48 + 1,46

(DOPAC+HVA)/DA |0,13 0,01 0,09 + 0,01 0,27 +0,04 0,05 + 0,01

Valor media £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPt®j05,” P<0,01 y™ P<0,001.
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Tabla 46 (-continuacion-).

Médula espinal Corteza Frontal Cuerpo estriado Hipocampo
Grupo |* Control
DA 295,78 + 3,77 508,51 +1,92 7252,74 + 121,07 434,62 + 9,98
DOPAC 20,48 £ 0,51 46,52 + 1,07 833,58 + 15,79 8,40+ 0,20
HVA 9,22 +0,22 28,88 £ 0,83 472,9 3+ 8,37 5,75+0,13
(DOPAC+HVA)/DA |0,10 £ 0,00 0,15 + 0,00 0,18 + 0,00 0,04 £+ 0,00
Grupo 1 Control
DA 309,52 +4,32 495,39 + 14,59 7654,58 + 84,04 504,89 + 10,70
DOPAC 22,09 + 0,26 51,00 + 1,49 883,62 + 24,89 8,65+ 0,31
HVA 9,44 + 0,32 34,65 +1,02 347,16 + 21,19 4,84 + 0,30
(DOPAC+HVA)/DA (0,10 0,00 0,17 + 0,00 0,16 + 0,01 0,03 0,00

Grupo Il *Tratado
DA

DOPAC

HVA

(DOPAC+HVA)/DA

331,28 + 22,09

25,09 +2,34

12,88 +1,74

0,13 +0,02

421,26 + 6,55+
(-17,16%)
34,97+ 1,04%*
(-24,84%)

22,75 + 0,87**
(-21,20%)

0,14+ 0,00**
(-7,65%)

6447,88 + 137,17**
(-12,48%)

1081,61 + 11,99
(29,75%)

547,40 + 9,24%%
(15,75%)

0,25 + 0,01%*
(40,55%)

329,08 + 8,12+
(-32,07%)

10,95 + 0,21 %**
(30,36%)

7,07 +0,34%
(110,08%)

0,05 + 0,00%**
(68,56%)

Grupo Il *Tratado
DA

DOPAC

HVA

(DOPAC+HVA)/DA

338,63 + 31,22

29,58 + 3,85

13,39+1,82

0,12+ 0,01

350,26 + 4,26%*
(-29,30%)

34,33 + 0,84**
(-32,69%)

22,21 + 1,08
(-35,92%)

0,162 0,00

6828,54 + 145,30%**
(-12,10%)

104452 + 35,78
(18,21%)

499,95 + 12 35*+
(44,01%)

0,23 + 0,01%*
(41,19%)

468,38 + 8,59*
(-7,80%)

12,35 + 0,43%**
(42,74%)

7,46 + 0,33%%
(54,08%)

0,04 + 0,00%**
(58,31%)

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento y/o disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPti®)05,” P<0,01y~ P<0,001.
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3.3.3. Efecto del amitraz sobre el contenido de NA y MHPG en el SNC

El tratamiento con amitraz por via oral a ratas madres durante el periodo de gestacion
desde el dia 6 al dia 21 y durante la lactancia desde el dia 1 al dia 10, afect6 al contenido de N.
y de su metabolito MHPG en las regiones del SNC estudiadas de las ratas descendientes de |
dias (Tablas 47, 48 y 49). El contenido de NA (ng/g de tejido) en regiones del SNC en los
animales del grupo control, y de los grupos tratados se presenta en la Tabla 47. El contenido d
MHPG (ng/g de tejido) en regiones del SNC en los animales del grupo control, y de los grupos
tratados se presenta en la Tabla 48. La Tabla 49 recoge los resultados expresados en las Tab

47 y 48, incluyendo ademas la tasa de recambio (MHPG/NA).

Los resultados expresados en las Tablas 47, 48 y 49 demuestran que:

* En las ratas machos de 60 dias de edad nacidas de ratas madres tratadas con la dosis
20 mg amitraz/kg p.c./dia durante los dias 6 a 21 de gestacion y durante los dias 1 a 1(
de lactancia (grupo I’ 3 se produjo una pérdida estadisticamente significativa del
contenido de NA en las regiones corteza frontal y cuerpo estriado, respecto a los
animales control. La pérdida fue de un 1326(,001) en la corteza frontal y de un 8%
(P<0,01) en el cuerpo estriado. En cuanto al contenido de MHPG, se produjo en las
regiones corteza frontal y cuerpo estriado, una pérdida estadisticamente significativa,
respecto a los animales control. Esta pérdida fue de un B5@,001) en la corteza
frontal y de un 16%R<0,001) en el cuerpo estriado. La tasa de recambio sufrié una

disminucién estadisticamente significativa de un 2B%®(001) en la corteza frontal.

+ En las ratas hembras de 60 dias de edad nacidas de ratas madres tratadas con la dosis
20 mg amitraz/kg p.c./dia durante los dias 6 a 21 de gestacion y durante los dias 1 a 1f
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de lactancia (grupo i 3 se produjo una pérdida estadisticamente significativa del
contenido de NA en las regiones corteza frontal y cuerpo estriado, respecto a los
animales control. La pérdida fue de un 21P4Q,001) en la corteza frontal y de un 7%
(P<0,01) en el cuerpo estriado. En cuanto al contenido de MHPG, se produjo en las
regiones corteza frontal y cuerpo estriado, una pérdida estadisticamente significativa,
respecto a los animales control. Esta pérdida fue de un BR8%001) en la corteza
frontal y de un 33%R<0,001) en el cuerpo estriado. La tasa de recambio sufrid una
disminucién estadisticamente significativa de un 2B%©(001) en el cuerpo estriado y

de un 34%R<0,01) en el hipotalamo.

En conclusién, el amitraz origina un descenso estadisticamente significativo del contenido
de NA y de su metabolito MHPG en las regiones cuerpo estriado y corteza frontal. El efecto
sobre el descenso del contenido en NA y MHPG en orden decreciente fue: corteza frontal>

cuerpo estriado, tanto en ratas macho como en ratas hembra.
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Tabla 47. Contenido de NA (ng/g de tejido) en regiones del SNC en ratas control de 60 dias de
edad, y en ratas de 60 dias de edad nacidas de ratas madre tratadas con amitraz durante los di.
6 a 21 de gestacion y durante los dias 1 a 10 de lactancia.

NA (ng/g de tejido)
HT MS CB BL MD CF CE HC
Grupo I*
1316,23 £| 569,16 £ | 237,07+ | 457,18+ | 209,49+ | 255,24+ | 173,14+ | 237,83 %
Control 15,67 7,92 2,30 11,71 | 3,63 5,36 2,83 2,80
Ratasd
Grupo 12
Control 1179,37 | 475,73+ | 210,48+ | 377,18+ | 228,89+ | 250,08+ | 169,92+ | 228,71 *
12,79 53,12 3,13 9,08 9,85 6,20 2,85 4,99
Ratas ¢
Grupo I1'*
Ratas 1367,89 +| 658,73+ 24254+ | 462,42+ | 214,06+ | 216,40+ | 158,62+ | 241,90 +
nacidas de | 2141 56,33 2,86 13,74 2,32 6,19%* | 2,87 4,27
madres
tratadas (-15,22%) | (-8,39%)
20 mg/kg /dig
Grupo 11 2
Ratas 9 167159 +| 599,48+ | 21450+ | 401,01+ | 236,09+ | 198,68+ | 158,06 + | 231,08 *
nacidas de 224,70 66,55 0,91 6,81 2,95 5,18*** 2,36** 4,77
madres
iratadas (-20,56%) | (-6,98%)
20 mg/kg /dig

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento y/o diaminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPt®j05,” P<0,01 y™ P<0,001.

HT: hipotalamo; MS: mesencéfalo; CB: cerebelo; BL: bulbo raquideo; MD: médula espinal; CF: corteza frontal;

CE: cuerpo estriado; HC: hipocampo.
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Tabla 48. Contenido de MHPG (ng/g de tejido) en regiones del SNC en ratas control de 60 dias
edad, y en ratas de 60 dias de edad nacidas de ratas madre tratadas con amitraz durante los di.
21 de gestacién y durante los dias 1 a 10 de lactancia.

MHPG (ng/g de tejido)
HT MS CB BL MD CF CE HC
Grupo I*
46,12 + 44,24 + 23,78 £ 21,77 23,33+ 76,52 + 81,07 34,01 +
Control 178 0,92 0.47 0,68 0,45 3,08 1,35 1,18
Ratasd
Grupo 12
Control 27,84 + 46,21 + 23,13 + 22,54+ 42,45 + 55,94 + 79,77 35,21 +
0,39 0,23 1,22 1,43 1,06 2,22 1,29 0,82
Ratas ¢
Grupo I1'*
Ratas? 45,32 + 48,50 + 25,20 + 23,56 + 25,01 + 50,06 + 68,05 + 38,34 +
nacidas de 0,79 2,17 1,46 1,10 0,95 1,69% | 0,54%%* 1,92
madres
tratadas (-34,58%) | (-16,06%)
20 mg/kg /dig
Grupo 11 2
Ratas 9 23,97 48,71 + 24,57 + 25,83 + 44 52 + 42,04 + 53,43 + 37,95 +
nacidas de 1,83 2,10 0,82 0,62 0,73 0,45%** 1,40*** 1,32
madres
ratadas (-24,85%) | (-33,02%)
20 mg/kg /dig

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPt®j05,” P<0,01 y™ P<0,001.

HT: hipotalamo; MS: mesencéfalo; CB: cerebelo; BL: bulbo raquideo; MD: médula espinal; CF: corteza frontal;

CE: cuerpo estriado; HC: hipocampo.

150



Tabla 49. Contenido de NA (ng/g de tejido) y MHPG (ng/g de tejido) en regiones del SNC en
ratas control de 60 dias de edad, y en ratas de 60 dias de edad nacidas de ratas madre tratadas
con amitraz durante los dias 6 a 21 de gestacion y durante los dias 1 a 10 de lactancia.

Hipotalamo Mesencéfalo Cerebelo Bulbo raquideo

Grupo I Control
NA 1316,23 + 15,67 569,16 + 7,92 237,07+ 2,30 457,18 + 11,71
MHPG 46,12 +£1,78 44,24 + 0,92 23,78 £ 0,47 21,77 £ 0,68
MHPG/NA 0,04 + 0,00 0,08 £ 0,00 0,10 £ 0,00 0,05 + 0,030
Grupo 12 Control
NA 117937 +12,79  |47573+53,12  [210,48+3,13 377,18 +9,08
MHPG 27,84 + 0,39 46,21 £ 0,23 23,13 +1,22 22,54 +1,43
MHPG/NA 0,02 £ 0,00 0,10 £ 0,03 0,11 +£0,01 0,06 £ 0,00
Grupo Il * Tratado
NA 1367,89+ 21,41  |658,73+56,33  |242,54+2,86 462,42 + 13,74
MHPG 45,32 £0,79 48,50 + 2,17 25,20 + 1,46 23,56 +1,10
MHPG/NA 0,02 £ 0,00 0,08 £ 0,01 0,10 £ 0,01 0,05+ 0,00
Grupo Il ? Tratado
NA 1671,59 + 224,70 599,48 + 66,55 214,50 £ 0,91 401,01+ 6,81
MHPG 23,97 + 1,83 48,71+ 2,10 24,57 + 0,82 25,83+ 0,62
MHPG/NA 0,02 + 0,00** 0,09 £0,01 0,11 £ 0,00 0,06 £ 0,00

(-34,15%)

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (aumento y/o disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPti®)05,” P<0,01y~ P<0,001.
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Tabla 49 (-continuacion-).

Médula espinal Corteza Frontal Cuerpo estriado Hipocampo

Grupo |*Control

NA 209,49 + 3,63 255,24 + 5,36 173,14 £ 2,83 237,83+ 2,80

MHPG 23,33+0,45 76,52 + 3,08 81,07 +1,35 34,01 +1,18

MHPG/NA 0,11 + 0,00 0,30+0,01 0,53+0,03 0,14+0,01

Grupo 1 Control

NA 228,89 £ 9,85 250,08 + 6,20 169,92 £ 2,85 228,71 +4,99

MHPG 42,45 + 1,06 55,94 + 2,22 79,77 £1,29 35,21 + 0,82

MHPG/NA 0,19+0,01 0,23+0,01 0,47 +£0,01 0,15+0,01

Grupo Il * Tratado

NA 214,06 + 2,32 216,40 + 6,19*** 158,62 + 2,87** 241,90 + 4,27
(-15,22%) (-8,39%)

MHPG 25,01 +0,95 50,06 + 1,69*** 68,05 + 0,54** 38,34+ 1,92
(-34,58%) (-16,06%)

MHPG/NA 0,12 + 0,00 0,23 £ 0,01*** 0,43 +0,02 0,16 £ 0,01
(-22,85%)

Grupo Il * Tratado

NA 236,09 + 2,95 198,68 + 5,18*** 158,06 + 2,36** 231,08 +4,77
(-20,56%) (-6,98%)

MHPG 44,52 £ 0,73 42,04 £ 0,45%** 53,43 + 1,40*** 37,95+1,32
(-24,85%) (-33,02%)

MHPG/NA 0,19 + 0,00 0,21+0,01 0,34 £ 0,01** 0,16 £ 0,01

(-28,08%)

Valor medio £ ESM (n=6).

Entre paréntesis se indica la diferencia (disminucién) en porcentaje, con respecto al grupo control.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo coPt®j05,” P<0,01 y™ P<0,001.
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La Tabla 50 resume todos los resultados obtenidos en el presente estudio, indicando también
orden decreciente del efecto observado en diferentes regiones estudiadas del SNC. El amitraz
dosis mas alta ensayada (80 mg/kg p.c./dia, via oral, 5 dias) produjo en ratas macho, un aume
estadisticamente significativo del contenido de los neurotransmisores 5-HT, DA y NA, asi com«
una disminucién estadisticamente significativa del contenido de sus metabolitos 5-HIAA,
DOPAC y HVA, y MHPG respectivamente, tanto en animales de 30 dias como en animales de ¢
dias de edad, efecto observado en todas las regiones estudias del SNC con respecto a los anin
control (Tabla 50).

La regién mas afectada en el aumento del contenido de 5-HT fue el mesencéfalo en I
animales de 30 dias de edad, y la medula en los animales de 60 dias de edad. En cuantc
metabolito, la region mas afectada en el descenso del contenido de 5-HIAA fue el cuerpo estria

en los animales de 30 dias de edad y la corteza frontal en los animales de 60 dias de edad.

La regién mas afectada en el aumento del contenido del neurotransmisor DA fue I
corteza frontal en los animales de 30 dias de edad y el cerebelo en los animales de 60 dias
edad, respecto a los animales control. En cuanto a los metabolitos, la regibn mas afectada er
descenso del contenido de DOPAC fue el cerebelo en los animales de 30 dias de edad y
mesencéfalo en los animales de 60 dias de edad. La region mas afectada en el descenso
contenido de HVA fue el hipotalamo en los animales de 30 dias de edad y el mesencéfalo en |

animales de 60 dias de edad.

La region mas afectada en el aumento del contenido del neurotransmisor NA fue €
cerebelo tanto en los animales de 30 dias como en los animales de 60 dias de edad, respecto .
animales control. La region mas afectada en el descenso del contenido de MHPG fue

mesencefalo en los animales de 30 dias de edad y el cerebelo en los animales de 60 dias de ec

En cuanto al estudio de la neurotoxicidad del desarrollo inducida por amitraz, en rata
machos y hembras de 60 dias de edad nacidas de madres tratadas (20 mg/kg p.c./dia) durante
dias 6 a 21 de gestacion y durante los dias 1 a 10 de lactancia, se observé una disminuc
estadisticamente significativa del contenido de 5-HT y su metabolito 5-HIAA y del contenido de
NA y su metabolito MHPG en la corteza frontal y en el cuerpo estriado, respecto a los animale
control. Por otra parte, el amitraz origino un aumento del contenido de 5-HIAA en el bulbo €
hipocampo. En cuanto al neurotransmisor DA, el amitraz produjo una disminucién

estadisticamente significativa del contenido de DA en las regiones corteza frontal, cuerpo estria
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e hipocampo, y una disminucion del contenido de DOPAC y HVA en la corteza frontal, respecic
a los animales control. También el amitraz produjo un efecto de aumento en el contenido de I

metabolitos DOPAC en las regiones hipocampo, cuerpo estriado y mesencéfalo, y de HVA en I:

regiones de hipocampo y cuerpo estriado (Tabla 50).

Tabla 50. Resumen de los resultados obtenidos en los 3 experimentos realizados:

1. Efecto del amitraz en ratas tratadas de 30 dias de edad.

2. Efecto del amitraz en ratas tratadas de 60 dias de edad.

3. Efecto del amitraz en ratas de 60 dias de edad nacidas de madres tratadas (durante los «

6 a 21 de gestacion y durante los dias 1 a 10 de lactancia).

Neurotoxicidad

Neurotoxicidad del Desarrollo

Efecto del amitraz
(80mg/kg p.c./dia, via oral, 5 dias)
en ratasd de 30 dias de edad

Efecto del amitraz
(80mg/kg p.c./dia, via oral, 5 dias)
en ratasd de 60 dias de edad

Efecto del amitraz en
ratas & de 60 dias
nacidas de madres
tratadas con amitraz
(20 mg/kg p.c./dia)
durante el periodo de la
prefiez y la lactancia

Efecto del amitraz en
ratas @ de 60 dias
nacidas de madres
tratadas con amitraz
(20 mg/kg p.c./dia)
durante el periodo de
la prefiez y la lactancig

Aumento de 5-HT:
MS>HC>CE>CF>MD>HT>CB>BL

Aumento de 5-HT:
MD>CB>HC>MS>HT>BL>CF>CE|

Descenso de 5-HT:
CF>CE

Descenso de 5-HT:
CF>CE

Descenso de 5-HIAA:
CE>BL>HC>CF>HT>CB>MD>MS

Descenso de 5-HIAA:
CF>MD>BL>HT>CB>HC>CE>MS]

Aumento de 5-HIAA:
HC>BL

Descenso de 5-HIAA:
CF>CE

Aumento de 5-HIAA:
BL>HC

Descenso de 5-HIAA:
CE>CF

Aumento de DA:

Aumento de DA:

Descenso de DA:

Descenso de DA:

CF>HC>MS>HT>MD>BL>CB>CE| CB>MD>CF>HC>HT>BL>MS>CE] HC>CF> CE CF>CE>HC
Descenso de DOPAC: Descenso de DOPAC: Aumento de DOPAC: Aumento de DOPAC:
CB>BL>MS>HC>CF>HT>CE>MD| MS>MD>CB>HT>CE>HC>BL>CF} MS>HC>CE MS>HC>CE

Descenso de DOPAC:
CF

Descenso de DOPAC:
CF

Descenso de HVA:
HT>MS>HC>MD>CB>CF>BL>CE

Descenso de HVA:
MS>CB>BL>CF>MD>HT>CE>HC

Aumento de HVA:
HC >CE
Descenso de HVA:
CF

Aumento de HVA:
HC >CE
Descenso de HVA:
CF

Aumento de NA:
CB>CE>HT>BL>MD>HC>CF>MS

Aumento de NA:
CB>CE>HT>BL>HC>MS>MD>CF

Descenso de NA:
CF>CE

Descenso de NA:
CF>CE

Descenso de MHPG:
MS>HT>CB>MD>BL>CE>CF>HC

Descenso de MHPG:
CB>MS>BL>HT>CE>HC>CF>MDI

Descenso de MHPG:
CF>CE

Descenso de MHPG:
CF>CE

HT: hipotalamo; MS: mesencéfalo; CB: cerebelo; BL: bulbo raquideo; MD: médula espinal; CF: corteza frontal;

CE: cuerpo estriado; HC: hipocampo.
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4. DISCUSION

El amitraz, insecticida formamidina, es ampliamente usado para el control de
ectoparasitos. La incidencia de intoxicaciones por amitraz en animales y en el hombre ha venidc
aumentando en los ultimos afios debido un incremento en su produccion y uso (JARENS
1997; PROUDFOOT, 2003; ULUKAYAet al, 2001). La intoxicacion por amitraz puede
ocurrir por via oral, dérmica e inhalatoria. Aunque las intoxicaciones agudas con este pesticidzs
no son comunes, los signos y sintomas sobre el SNC tras la exposicion de amitraz incluyer
sedacién, perdida de reflejos, incoordinacion motora y coma (FELZl, 1984; HSU y
SCHAFFER, 1988). El presente estudio ha investigado los efectos potenciales del pesticide
amitraz sobre los niveles de catecolaminas en el SNC en ratas de 30 y 60 dias de edad, asi cor
también en ratas de 60 dias de edad nacidas de ratas madres expuestas oralmente a amit
durante el periodo de la prefiez y durante la lactancia, al objeto de poder tener informacion sobr:

la neurotoxicidad del amitraz, incluida la neurotoxicidad del desarrollo.

La actividad biol6gica descrita en la literatura para el amitraz incluye: inhibicién de la
monoamino oxidasa (MAO) (AZIZ y KNWOLES, 197BEEMAN y MATSUMURA, 1973;
BENEZET et al, 1978), actividad anticolinérgica (WAN& al, 1975), inhibicion de la sintesis
de prostaglandinas (YIMt al, 1978), efectos tipo anestésico (PFIST&ERIL, 1977; CHINNet
al., 1977), y actividad agonisi@&-adrenérgica (COSTA y MURPHY, 1987; COST& al,

1988; ALTOBELLIel al., 2001).

Existe evidencia de que la fase mas importante de degradacion de numerosas amina
bioactivas viene representada por una deaminacion oxidativa catalizada por la MAO tipo A y
tipo B, dos isoenzimas codificadas por dos genes relacionados pero separados (VEEdILER

1990). Las dos isoenzimas son funcionalmente distintas, propiamente poseen diferente afinida
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por diversos sustratos. La MAO A preferentemente degrada serotonina y noradrenalina,
mientras la MAO B posee mayor afinidad pof{geniletiiamina (FOWLER y TIPTON, 1984).

La dopamina se considera un sustrato para ambas isoformas de la MAO (GARRICK vy
MURPHY, 1980). En el tejido nervioso, ambos tipos de MAO patrticipan en la regulacién de los
niveles de neurotransmisores monoaminérgicos (BERRMI, 1994). Dado que la MAO
participa en la inactivacion metabdlica de aminas biégenas incluyendo los neurotransmisores
serotonina, dopamina y noradrenalina, es de especial importancia revelar si las acciones de

amitraz incluyen las aminas bidégenas.

Nuestro trabajo de investigacion demuestra que el amitraz de forma dosis-dependiente
incrementa los niveles de noradrenalina, dopamina y serotonina, junto con un descenso en |o
niveles de sus metabolitos el 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol, el acido 3,4-dihidroxifenilacético, el
acido homovanilico, ¥l acido 5-hidroxi-3-indolacético respectivamente, tanto en rata de 30
como de 60 dias de edad. Las ocho regiones del SNC estudiadas fueron susceptibles a cambi
en el contenido de noradrenalina, dopamina y serotonina y de sus respectivos metabolitos por ¢
amitraz. Este efecto puede ser debido a la existencia de cantidades residuales de amitraz o de
metabolito activo en las regiones del SNC que podrian interferir con la sintesis y/o metabolismo
de monoaminas. Estos resultados en principio podrian ser originados via la accion inhibitoria

descrita del amitraz sobre la actividad de la MAO.

En el cerebro humano, existe un incremento en la actividad de la isoforma B de la MAO
con la edad mientras que la isoforma A permanece inalterada (EC&ERT 1980; FOWLER
et al., 1980). Un incremento selectivo similar para la MAO B se ha encontrado en el cerebro de
rata con la edad (MANTLIEt al., 1976; BENEDETTI y KEANEL980; ARAIl et al., 1985). La
MAO en cerebro esta localizada en las neuronas asi como en otras células, pero el coeficiente c

particion exacto entre los diferentes tipos de células es desconocido. En el cerebro de rata se |
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indicado una mayor ratio MAO-B/A extraneuronal que intraneuronal en base a una variedad de
ensayos experimentales (STUDENT y EDWARDS, 1977; DEMAREST y AZZARO, 1979;
ORELAND et al., 1980, 1983; CARLSSOBMt al., 1981). Se ha sugerido que el efecto de la
edad sobre la MAO es debido a una perdida neuronal con el correspondiente incremento de |

fraccion celular no-neuronal (ORELAND, 1979; ORELAND y SHASKAN, 1983).

En el presente estudio, se podria esperar en relaciéon a la edad de los animales ensayadt
un incremento en la actividad de ambas isoformas MAO A y B. Nuestros resultados tomando er
cuenta las regiones cerebrales de corteza frontal, hipocampo, e hipotalamo demuestran que ¢
ratas de 60 dias de edad el amitraz provoca un mayor aumento de niveles de serotonina e
relaciéon a las ratas de 30 dias de edad, pero sin embargo el amitraz no provoca un mayc
aumento en los niveles de noradrenalina y dopamina en las ratas de 60 dias de edad ¢
comparacion con las ratas de 30 dias de edad. En nuestro estudio en ratas de 30 dias de eda
amitraz provoca un incremento significativo del contenido de serotonina en las regiones
cerebrales corteza frontal (13-70%), hipocampo (37-81%), e hipotalamo (11-32%), frente a las
ratas de 60 dias de edad donde se origina un aumento significativo del contenido de serotonin
en corteza frontal (46-105%), hipocampo (62-135%), e hipotalamo (39-112%). Por lo tanto, el
incremento de los niveles de serotonina en las ratas de 60 dias de edad observado en nues
estudio podria ser consecuencia de una mayor actividad de la inhibicion de la MAO, es decir
mayor inactivaciéon metabdlica de estos neurotransmisores. Pero por otra parte, dado que no ¢
observa aumento en los niveles de noradrenalina y dopamina en relacion con la edad de lo
animales, no se puede desechar también otro mecanismo de accién para el amitraz, diferente ¢

efecto inhibitorio de la MAO.

Diversos autores describen efectos sobre el comportamiento, fisiolégicos vy

neuroquimicos en ratas expuestas a amitraz. A bajas dosis de amitraz (1-25 mg/kg) observa
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una disminucién de la actividad motora y algunos cambios de comportamiento (MEDSER
1987); dosis intermedias (50-80 mg/kg) afectan a los potenciales evocados y disminuyen la
temperatura y el peso corporal de las ratas (BOYES y MOSER, 1987)>ddsi400 mg/kg

p.c. producen una inhibiciébn de ligera a moderada de la MAO, junto con hiperreactividad
(MOSER y MACPHAIL, 1989), por lo que concluyen que Unicamente dosis altas de amitraz
originan un efecto inhibitorio de la MAO. Nuestros resultados no comparten esta sugerencia, ya
gue dosis de amitraz de 20, 50 y 80 mg/kg/p.c. originan un incremento de los niveles de
serotonina, dopamina, y noradrenalina, efecto que puede ser ligado, entre otros, a un mecanisn

de inhibicién de la actividad de la MAO por amitraz.

FLORIOet al. (1993) evaltan los efectos del amitraz sobre la funcion motora. Entre los
resultados que presentan, se encuentra una disminucion de la locomocion asi como ul
incremento del tiempo de inmovilidad en modelos de comportamiento. El efecto de la
disminucién de la actividad motora parece ser debido a un bloqueo de la actividad de la MAO,
ademés de una probable acumulacién citosélica de catecolaminas (MASON, 1984). En el
experimento realizado por FLORI€t al. (1993) descartan que la induccién de sedacion e
inmovilidad por amitraz sea vig-adrenoreceptores ya que la administracién de yohimbina no
fue capaz de modificar los efectos del amitraz sobre la funcion motora en los modelos de
comportamiento ensayados (GILBERT y DYER, 1988; CO%TAal, 1988). Este resultado
difiere de estudios previos que mostraban como agentddoqueantes eran capaces de
antagonizar la sedacion e inmovilidad inducida por amitraz (AND&Nal, 1976;

CLINESCHIMIDT et al, 1979; GOLDBERG y ROBERTSON, 1983).

Se ha demostrado que la serotonina en el SNC interviene en los mecanismos que regula
distintos tipos de crisis convulsivas inducidas experimentalmente. Por ejemplo, se ha

demostrado que los agonistas de serotonina y los inhibidores de la recaptacion de serotonin
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presentan propiedades anticonvulsivantes (FAVALEL, 1995; YANet al, 1995; DAILEY et

al., 1997; WADAEet al, 1997), mientras que los antagonistas serotoninérgicos, los inhibidores
de la sintesis de serotonina o las lesiones en neuronas serotoninérgicas inducen y favorecen
aparicion de crisis convulsivas en ratas y ratones (KILIAN y FREY, 1973; RACINE vy

COSCINA, 1979; BURLEY y FERRENDELLI, 1984; ABED, 1989).

GILBERT (1988) ha descrito que la administracion de amitraz aumenta la
susceptibilidad a las convulsiones en ratas, lo cual, es todo lo contrario de lo que se podric
esperar para el aumento de los niveles de serotonina observados en el presente estudio, lo q
indica que el amitraz puede también actuar por otro mecanismo. GILBERT (1988) adjudica el
aumento de convulsiones por amitraz a una accion tipo agagtatiienérgica y/o propiedades
tipo anestésico local (CHINMt al, 1977; PFISTERet al, 1977). Los metabolitos activos del
amitraz han demostrado una actividad agonista parcial en lugadksnérgicos (ROBINSON
y BITTLE, 1979; ROBINSON, 1979). Similarmente HSU y KAKUK (1984) también han
descrito que la midriasis y la bradicardia inducida por amitraz puede ser blogueada por
antagonistas, como yohimbina y fentolamina. Ademas PANG y ROSE (1986) han presentado
evidencia de que los receptorgsson excitatorios en gyrus dentatusle la rata. Por lo tanto,
también seria propio, que el amitraz pueda ejercer sus efectos a través de una combinacion c

efectos anestésicos locales y de actividaddxenérgica.

Existe evidencia neurofisiolégica, anatdbmica y bioquimica que sugiere que los
mecanismos GABAérgicos estan implicados en la regulacién de la actividad del sistema
serotoninérgico (GALLAGER y AGHAJANIAN, 1976; BISWAS y CARLSSON, 1977a,b;
BELIN et al, 1979). Algunos autores han demostrado que los agonistas GABAérgicos
disminuyen la tasa de recambio de serotonina (FORCHETTI y MEEK, 1981; SCAEI@AL,

1984; NISHIKAWA y SCATTON, 1985), efecto antagonizado por antagonistas GABAérgicos.
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La administracion intracerebral (nacleo medio del rafe) de picrotoxina y bicuculina provoca un
aumento de la tasa de recambio de serotonina, que es revertido por muscimol y diazepan
(FORCHETTI y MEEK, 1981). Se ha descrito la existencia de receptores GABAérgicos y
serotoninérgicos en las mismas neuronas del nucleo dorsal del rafe (HARAAIDLO87), asi

como la regulacion GABAérgica de la transmision serotoninérgica en distintas regiones del
SNC (SOUBRIEet al, 1981). En base a lo descrito, se podria también sugerir que la alteracién
de los niveles de serotonina por amitraz puede afectar al sistema GABAérgico, y a través de
cual se aumente esta susceptibilidad a los procesos convulsivos. De todas formas, mayore
investigaciones se deben realizar en este campo para un mejor conocimiento de los mecanism

implicados en el efecto del amitraz sobre los procesos convulsivos.

Los efectos observados en el presente trabajo por amitraz de aumento de los niveles d
serotonina, podrian interferir con numerosas funciones fisiolégicas en donde participa el sisteme
serotoninérgico tales como el suefio (HAGANal, 2000; MARKOV y GOLDMAN, 2006;
MONTI y JANTOS, 2006; THOMASet al, 2003), el estado de alerta (SCHOL&Sal, 2007;
SANGERet al, 2007; OBERLANDERet al, 2007; HALLERet al, 2005; ABRAMSet al,

2005), la ingesta de alimentos (ASHRAdt al, 2007; CURZON, 1995; HALFORD vy
BLUNDELL, 2000; SOMERVILLE et al, 2007, YOKOYAMA et al, 2007), el dolor
(MARTIKAINEN et al, 2007; DJALDETTI et al, 2007; BUTKEVICH et al, 2005), el
comportamiento agresivo y la motivacion (BARR@Sal, 2002; BARROS y TOMAZ, 2002;
HARVEY, 1996; THOMAS y HAGAN, 2004), los ritmos circadianos (THOMAS y HAGAN,
2004; HEDLUND y SUTCLIFFE, 2004), el estrés (YA&t al, 2001), el aprendizaje y la
memoria (AGHAJANIAN y SANDERS-BUSH, 2002; HERREMAN& al, 1995), y otros

efectos psicoestimulantes de comportamiento (MULLER y HUSTON, 2006).
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En nuestro estudio, el amitraz a las dosis de 20, 50 y 80 mg/kg p.c./dia, durante 5 dias
en ratas de 30 y 60 dias de edad también provoca un incremento significativo del contenido de
noradrenalina y dopamina en las regiones cerebrales, en un rango, en mesencéfalo de 10-96%
de 15-210%, respectivamente, en cuerpo estriado de 32-296% y de 6-31%, respectivamente, €
corteza frontal de 14-67% y de 31-708%, respectivamente, en hipocampo de 26-107% y de 16
450%, respectivamente y en hipotalamo del 31-186% y del 26-182%, respectivamente, asi comq
también un descenso en los niveles del metabolito de la noradrenalina el 3-metoxi-4-
hidroxifenilglicol y de los metabolitos de dopamina el acido 3,4-dihidroxifenilacético y el 4cido
homovanilico, efecto que podria estar correlacionado con la hiperactividad observada en las
ratas tratadas con las dosis mas altas de amitraz. Seria importante realizar en un futuro estudi
con inhibidores de la liberacion de noradrenalina y dopamina, con el fin de confirmar si la
hiperactividad observada con amitraz pudiera ser atenuada (CALCAGNETTI y SCHECHTER,
1992). Ademas también seria de interés estudiar inhibidores del transporte de dopamina com
protectores de la neurotoxicidad inducida por amitraz de acuerdo con los resultados obtenido:
para la neurotoxina MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina) (FULLER y HEMRICK-
LUECKE, 1985; PILEBLAD y CARLSSON, 1985; SUNDSTROM y JONSSON, 1985); la
neurotoxina MPTP es una herramienta que se utiliza para inducir degeneraciéon de neurona
dopaminérgicas en animales experimentales (SCHNEIDER y ROTHBLAT, 1991). Debido a
gue la dopamina se considera un sustrato para ambas formas de la MAO (GARRICK vy
MURPHY, 1980), el aumento del contenido de dopamina inducido por amitraz observado en
este estudio podria ser originado por una inhibicién de las dos formas de la MAO, mecanisma
también a tener en cuenta en la neurotoxicidad por amitraz. Seria un criterio l6gico
farmacoldgico ensayar el efecto de inhibidores de la MAO A y B, tales como clorgilina y
deprenilo, sobre el efecto de aumento del contenido de noradrenalina y dopamina por amitra:

(JOHNSTON, 1968; KNOLL y MAGYAR, 1972).
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De acuerdo con ANTELMAN y CAGGIULA (1977) algunas actividades sobre el
comportamiento dopamina-dependientes tales como ingesta de alimentos, olfateo y mordisquec
son afectadas por agentes que modifican la transmisién noradrenérgica. De esta manera,
pretratamiento de ratas con fenoxibenzamina o fentolamina, que son antagonistas no selectivc
de receptoresn-adrenérgicos, desplaza las curvas dosis-respuesta del comportamiento de
estereotipia inducida por apomorfina hacia la izquierda de una manera dosis dependiente (DE
SOUZA y PALERMO-NETO, 1982). Al estar la estereotipia relacionada al sistema
dopaminérgico negroestriatal, es posible que los efectos de amitraz en este sentido, pudieran s
debidos a una interrupcion de las vias neuroanatdmicas que conetiiansetoeruleusal
sistema negroestriatal como fue postulado por ANTELMAN y CAGGIULA (1977) para otros
tipos de comportamiento. Ademas, la inhibicién de la MAO por amitraz podria estar induciendo
la acumulacion de la noradrenalina en el citosol, y por lo tanto inhibiendo su liberacion.
Tomando en consideracion todos estos datos, es posible que los efectos del amitraz sobre

funcién motora sean consecuencia de sus efectos inhibitorios sobre la actividad de la MAO.

De confirmarse que el aumento de serotonina, dopamina y noradrenalina inducido por
amitraz es via inactivacion de la MAO A y B conduce a importantes consecuencias. De todos e
conocido que, la rapida degradacion de monoaminas del cerebro, tales como serotonina
dopamina, y noradrenalina, es esencial para el funcionamiento correcto de la neurotransmisiot
sinaptica. La reaccion quimica catalizada por la MAO consiste en la degradaciéon de
monoaminas en sus correspondientes aldehidos, los cuales, a continuacion, son oxidados
acidos por la aldehido dehidrogenasa, o convertidos a alcoholes o glicoles por la aldehidc
reductasa. Los productos de estas reacciones incluyen un numero de especies potencialmer
neurotéxicas tales como el peroxido de hidrogeno y amonio. En particular el peroxido de
hidrogeno puede originar especies de oxigeno reactivas e inducir lesion mitocondrial y

apoptosis neuronal (BORTOLATEX al, 2008). El desarrollo de inhibidores de MAO se inicio
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principalmente para el tratamiento de la depresion, con inhibidores de la MAO tipo iproniazida
de efectos antidepresivos. Los efectos adversos de inhibidores de la MAO no selectivos
implican crisis hipertensivas con hemorragias cerebrales, adjudicadas a un incremento en I
liberacion de catecolaminas simpaticomiméticas (BROM/AL, 1989) que inducen a su vez un

incremento en la liberacién de noradrenalina en la médula lo cual activa el sistema simpatico y
en ausencia de un metabolismo mediado por MAO se origina repentinamente un incremento de

la presion sanguinea.

También, debido a que uno de los efectos neuropatolégicos en la enfermedad de
Parkinson es una perdida irreversible de dopamina contenida en las neuronas de la sustanc
negra (BOWLING y BEAL, 1995; LOTHARIUS y O'MALLEY, 2000), se han desarrollado
diferentes agentes terapéuticos inhibidores de MAO A y B al objeto de incrementar los niveles
de dopamina y compensar el déficit de este neurotransmisor (CESURA y PLETSCHER, 1992;

KNOLL, 2000).

En distintos modelom vivo e in vitro se ha descrito una liberacién de DA inducida por
agentes quimicos de los cuales se conocia su capacidad para alterar el normal funcionamien
del sistema dopaminérgico (KANTHASAM¥t al, 1991, 1994; GIOVANNIet al, 1994a,b;
WAGNER et al, 1999). Se ha observado que el exceso de liberacién de DA, y el consiguiente
aumento de los niveles de DA en el espacio extraneuronal, puede acelerar temporalmente |
neurotoxicidad (LOTHARIUS y O’MALLEY, 2000). La exposicibn a muchas sustancias
téxicas en el medio ambiente, tales como el mondéxido de carbono, cianuro y manganeso, se h
asociado a distintos sindromes de rigidez-acinética (SANCHEZ-RAMOS, 1993), pero ninguno
de estos agentes quimicos originan un sindrome totalmente similar, desde la perspectiv:
neuropatoldgica y clinica, a la enfermedad de Parkinson. Sin embargo, estudios epidemioldgico:

implican la exposicién ocupacional a plaguicidas como un factor de riesgo para el desarrollo de
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la enfermedad de Parkinson (LANGSTQG# al, 1987; TANNER y LANGSTON, 1990;
BUTTERFIELD et al, 1993; GOLBE, 1993; HUBBLEt al, 1993; SEMCHUKet al, 1993).

La relacibn mas directa entre la exposicion a plaguicidas y la enfermedad de Parkinson se hi
descrito en insecticidas del grupo de los policlorocicloalcanos, como el dieldrin (FLESMING

al., 1994; CORRIGANet al, 1998, 2000; PRIYADARSHEt al, 2000). El dieldrin esta
considerado como un potente neurotdxico dopaminérgico que afecta la funcién mitocondrial
(inhibe la fosforilacién oxidativa), provocando hipoquinesia transitoria, irritabilidad y tremor
corporal (BERGEN, 1971; WAGNER y GREENE, 1978; SANCHEZ-RAMEtSal, 1998;
KITAZAWA et al, 2001). Se ha demostrado en diversas especies animales que el dieldrin
interacciona con la neurotransmision monoaminérgica en el SNC, provocando cambios
significativos en los niveles de dopamina, serotonina y noradrenalina (SHARMIA 1976;

WAGNER y GREENE, 1978; HEINZ et al1980).

En este contexto, y tomando todos estos datos anteriormente mencionados, el present
trabajo de investigacion contribuye a sugerir una nueva clase de pesticidas, inhibidores de
MAO, las formamidinas, y que la toxicidad observada tras la exposicion a amitraz podria ser
debida a una neurotoxicidad catecolaminergica por inactivaciéon de la degradacion de aminas
biégenas. Ademas, también seria importante establecer si el aumento de los niveles de D/
inducida por amitraz, podria contribuir a un incremento del estrés oxidativo (STEK&ES
1999; COHEN, 2000), ya que distintas investigaciones han demostrado que el exceso de
liberacion de DA origina muerte celular apoptética y puede, ademas, potenciar otro tipo de
apoptosis inducida por agentes quimicos (MILL&Ral, 1999; STOKESet al, 1999, 2000;
TERASAKA et al, 2000). También existe evidencia de que los compuestos inhibidores de
MAO pueden originar numerosas interacciones farmacolégicas. Los inhibidores de la MAO
retardan la N-dealquilacion, O-metilacion y la hidroxilacién. Los inhibidores de la MAO

potencialmente pueden bloquear otras enzimas diferentes de la MAO y de alguna maner:
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pueden afectar el metabolismo de muchos farmacos (GOLDBERG, 1964; GAULTIERI vy

POWELL, 1978).

La toxicidad del amitraz ha sido estudiada en ensayos a corto y largo plazo, y la EPA lo
ha clasificado en la Clase Ill, como ligeramente toxico (EPA, 1996). Los efectos adversos del
amitraz sobre la reproducciéon y el desarrollo describen que la exposicion posnatal al amitraz
causa alteraciones transitorias en el desarrollo y en el comportamiento en los animales recié
nacidos (PALERMO-NETO et gl1997). AL-THANI et al, (2003) han descrito un descenso en
la fertilidad, en la produccién de esperma y en el numero de fetos viables y una mayor perdide
en la post-implantacion a dosis de 5,4 mg/kg/dia en ratones Swiss macho expuestos a la amitrz
en el agua de bebida. Kibt al, (2007) demuestran que el amitraz administrado durante todo el
periodo de prefiez en ratas es embriotoxico y teratdgeno a la dosis de 30 mg/kg/dia, y dosis d
10 mg/kg/dia tnicamente origina un descenso en la ganancia de peso corporal y en la ingesta ¢
alimento en las ratas madres, resultado que se contradice al descrito por PALERM@INETO
al., (1997), quienes previamente describieron que una dosis de 20 mg/kg/dia era la dosis ma
alta que no originaba un descenso en la ingesta de alimento o agua y en la ganancia de pe:
corporal en las ratas durante la lactacién. Bajo las condiciones experimentales éé &M
(2007) el nivel sin efecto adverso observado (NOAEL) del amitraz se estim6 en 3 mg/kg/dia
para las ratas hembras prefiadas y para el desarrollo embrio-fetal, con un IDA para el hombri
calculando en 0,003 mg/kg/dia (EPA, 1996). Debido a que tal exposicion puede ocurrir en el
hombre, particularmente para los aplicadores y granjeros, y ya que existe escasa informaciol
sobre la neurotoxicidad del amitraz durante el desarrollo y lactacion, el objetivo del presente
trabajo de estudiar la exposicién a amitraz de ratas madres durante la prefiez y lactacion y s
potencial efecto en las ratas nacidas transcurrido un periodo de tiempo o edad de 60 dias, sob
los niveles de noradrenalina, serotonina y dopamina en el SNC es importante pues se aporta

nuevos datos de la neurotoxicidad del desarrollo del amitraz, datos escasos en la literatura. S
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conoce gue el amitraz cruza la placenta y también se excreta en la leche materna (FAO, 1980).

La neurotoxicidad en el desarrollo, relaciona attemes en el comportamiento,
neuroquimicas, y morfoldgicas en el SNC sucedidas en los animales nacidos como resultado d
la exposicion a sustancias quimicas de la madre durante la gestacién y/o durante la lactanci
(LAZARINI et al., 2001). EI SNC durante su desarrollo es especialmente susceptible a los
efectos toxicos de xenobidticos (SPYKER, 1975; STANTON y SPEAR, 1990, WINNEKE,
1992). La exposicién materna a muchos xenobidticos durante la gestacion y/o la lactancia pued
causar neurotoxicidad en el desarrollo y/o cambios en el comportamiento en los animales
nacidos, que podrian persistir a través de la vida del animal (CASTRO y PALERMO-NETO,
1988; CASTROet al, 1989). Existe interés en identificar puntos criticos neuroquimicos que
contribuyan a comprender mejor el mecanismo de accién de los agentes neurotoxicos y qu
pueden ser manifestados a dosis inferiores y antes de que los sintomas sistémicos de toxicidad
neurotoxicidad sean aparentes. En el presente estudio se han seleccionado como ejemplos
biomarcadores de neurotoxicidad la medida del contenido de noradrenalina, serotonina vy
dopamina en regiones cerebrales. Los biomarcadores neuroquimicos noradrenalina, dopamina,
serotonina y sus respectivos metabolitos, pueden estar correlacionados con biomarcadore
neuropatolégicos y del comportamiento, y pueden ayudar a un mejor conocimiento de los

mecanismo de neurotoxicidad. (A&l al, 1991).

Existen dos trabajos previos sobre efectos de la exposicion prenatal y postnatal de
amitraz sobre el comportamiento (PALERMO-NET&D al, 1994, 1997). La exposicion
prenatal de amitraz (20 mg/kg/dia) origina en los animales nacidos, a los 30 dias después de
nacimiento (es decir a los 30 dias de edad), una mayor actividad locomotora y un tiempo de
inmovilidad mas corto (PALERMO-NET@t al, 1994). Similarmente, la exposicion postnatal

(periodo de lactacién) de las ratas madre a amitraz (10 mg/kg/dia) origina también un
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incremento en la actividad motora espontanea de los animales nacidos a los 16, 17 y 18 dias c
edad, sin observarse ningun cambio en la locomocion ni en el tiempo de inmovilidad en los
animales a los 30, 60 y 90 dias de edad (PALERMO-NEfT&, 1997). Los datos observados

en estos dos estudios previos sobre neurotoxicidad del desarrollo del amitraz, apoyan le
evidencia de que el uso de evaluaciones del comportamiento pueden ayudar a un mejo

conocimiento de la neurotoxicidad del desarrollo por agentes quimicos.

En el presente estudio se ha evaluado las exposicion prenatal y posnatal (gestacion
lactacién) de ratas madres a amitraz, estudiando el efecto potencial sobre los niveles de lo
neurotransmisores serotonina, dopamina, y noradrenalina en las ratas nacidas a los 60 dias
edad. El presente trabajo demuestra que la exposicion a amitraz (20 mg/kg/dia) durante I
prefiez y la lactacién de las ratas madre conduce a alteraciones del sistema serotoninérgic
dopaminérgico y noradrenérgico en los animales nacidos y trascurridos 60 dias después de
nacimiento, es decir a los 60 dias de edad. Los efectos observados en nuestro estudio incluye
una disminucion significativa de los niveles de serotonina y noradrenalina en las regiones
cerebrales corteza frontal (en un rango de 17-30% y de 15-20%, respectivamente), y cuerpc
estriado (en un rango de 11-13% y de 7-9%, respectivamente), asi como también une
disminucién significativa de los niveles de dopamina en las regiones cerebrales hipocampo (er
un rango de 8-32%), corteza frontal (en un rango del7-30%) y cuerpo estriado (en un rango d

12-13%).

Con respecto a los metabolitos, la exposicion amitraz originé un aumento significativo
del metabolito de serotonina, el acido 5-hidroxi-3-indolacético, en bulbo (16-61%), y en
hipocampo (39-53%), y un descenso en corteza frontal y cuerpo estriado (en un rango del 8
21%). Con respecto al sistema noradrenérgico, la exposicion de amitraz origino un descenso e

el metabolito el 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol en corteza frontal y cuerpo estriado (en un rango
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del 16-35%). También se reflejo en el sistema dopaminérgico, un aumento estadisticamentse
significativo en el contenido del metabolito acido 3,4-dihidroxifenilacético en mesencéfalo (34-
53%), hipocampo (30-43%), y cuerpo estriado (18-30%) y también del metabolito acido
homovanilico en hipocampo (23-54%), y en cuerpo estriado (16-44%), pero por el contrario se
observo un descenso en el contenido de estos dos metabolitos de dopamina en la region cereb

corteza frontal (en un rango de 21-36%).

Teniendo en cuenta las regiones cerebrales afectadas en nuestro estudio por amitra
(corteza frontal, cuerpo estriado, e hipocampo), se podria considerar que los procesos d
aprendizaje y memoria se podrian ver comprometidos (ROLLS, 1994; &Iil, 1995;
PRADO-ALCALA, 1995; RIDLEY et al, 1996; GALANI et al, 1998; FANSELOW, 2000;
BURGESSet al, 2002; PRADO-ALCALAEet al, 2003; COMPTON, 2004; SEAMANS vy
YANG, 2004; DUNNETet al, 2005; BERRYet al., 1994; CRUSIO y SCHWEGLER, 2005;
WILLIAMS y CASTNER, 2006; LAPIZ y MORILAK, 2006; BANDYOPADHYAY vy
HABLITZ, 2007; CIFARIELLO et al, 2007; SHAPOVALOVA y KAMKINA, 2008;
GONZALEZ-BURGOS y FERIA-VELASCO, 2008; OLVERA-CORTE®t al, 2008;
WISMAN et al, 2008). Por lo tanto, es importante continuar con experimentos especificos
sobre el comportamiento para definir el papel del amitraz en las respuestas, implicadas a su Ve

en la neurotoxicidad del desarrollo.

El amitraz, originalmente, se admite que podria ejercer sus efectos adversos sobre e
desarrollo del cerebro a través del mismo mecanismo por el que sucede su toxicidad sistémice
propiamente inhibiciéon de la MAO y como consecuencia hiperestimulacién catecolaminérgica
(BENEZET y KNOWLES, 1976; BERRYet al., 1994). Sin embargo, los resultados del
presente trabajo también apuntan a que el amitraz podria alterar el desarrollo del cerebro

través de otros mecanismos diferentes a los de inhibicion de la MAO, ya que en el presente
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estudio, la exposicion prenatal y posnatal de las ratas madre a amitraz (20 mg/kg/dia) supon
una dosis baja y que en el estudio previo de neurotoxicidad originaba solo una ligera inhibicién
de la MAO. El amitraz, por si mismo, podria afectar a la replicacién celular neuronal,
diferenciacion, axonogénesis y sinaptogénesis, y al desarrollo funcional de los sistemas
neurotransmisores, efectos que bien podrian culminar en las alteraciones del comportamient
observadas en estudios previos (PALERMO-NEdOal, 1994 y 1997) y al igual que se
sugiere para ciertos pesticidas organofosforados (BAREINIE, 2000; CASIDA y QUISTAD,

2004; GUPTA, 2004; POPE, 1999; QlAgDal, 2002, 2003; YANAlet al, 2002). De hecho, se

han observado alteraciones a largo plazo tras la exposicion fetal y/o neonatal a clorpirifos,
confinadas a una amplia variedad de neurotransmisores y notablemente a la serotonin:
(ALDRIDGE et al, 2003, 2004; DAMet al, 1999a,b; RAINESt al, 2001; SLOTKIN, 1999,

2004; SLOTKINet al, 2002). Deficiencias en el sistema serotoninérgico estan asociadas con
sintomas de depresion en el hombre y las terapias, mas eficaces son aquellos farmacos qt
restauran la funcién sinaptica serotoninérgica (MELTZER y MAES, 1995). En el presente
estudio los efectos originados por amitraz de perdida del contenido de neurotransmisores
serotonina, noradrenalina, y dopamina estarian correlacionados con las anomalias en ¢
comportamiento por amitraz previamente descritas (PALERMO-N&T&, 1994 y 1997). Se

viene sugiriendo que aquellos toxicos ambientales que originan cambios a largo plazo en Iz
funcion serotoninérgica pueden contribuir a desordenes neuronales tales como una mayo

incidencia de depresion (ALDRIDGé# al, 2005).

Los resultados del presente estudio, sugieren que el amitraz es neurotdxico en el
desarrollo del cerebro. Nosotros hemos encontrado claramente una disminucién de los nivele:
de serotonina, dopamina y noradrenalina en ratas hembras y en machos a los 60 dias de ed:
nacidas de ratas madre tratadas con amitraz durante la prefiez y lactacién. Estos efectos pued

representar un gran numero de acciones implicadas en la disfuncién del desarrollo sinaptico y e
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los sistemas de neurotransmisores que Ultimamente contribuyen a anomalias del
comportamiento. Porque el amitraz esta descrito como un inhibidor de la MAO, es propio que
no se pueda omitir este mecanismo en la neurotoxicidad del desarrollo inducida por amitraz. A
este respecto, se ha descrito en la rata que la MAO A alcanza niveles adultos a los pocos dic
del nacimiento, mientras que la MAO B es extremadamente baja en el cerebro fetal y se
desarrolla totalmente desde el nacimiento hasta la edad adulta (DIEZ y MADERDRUT, 1977;
CHORDIKIAN et al, 1975; MELAMED et al, 1990). Esto podria sugerir que durante el

desarrollo pueden ocurrir alteraciones cuantitativas en las dos isoformas, asi como tambiér
pueden existir alteraciones en la afinidad de una isoforma por un sustrato dado. La MAO puede
efectivamente modular el desarrollo de los sistemas monoaminérgicos. Como las dos isoforma:
de la MAO son componentes integrales del metabolismo de monoaminas, cualquier cambio er
las isoformas de la MAO tendrian un efecto profundo en el desarrollo del cerebro modificando

ambos su estructura final y su funcion.

Se han realizado estudios en ratas sobre los efectos de la exposicion gestacional
inhibidores de MAO, sobre la densidad de la innervacion de serotonina y dopamina
(WHITAKER-AZMITIA et al, 1994). La administracion de clorgilina y deprenilo, durante la
gestacion asi como también diversos dias tras el nacimiento, originan en las ratas nacidas, a
30 dias después del nacimiento, alteraciones en el comportamiento asi como también ul
reduccion significativa de la innervacion de serotonina en corteza frontal, sin observarse
cambios en el sistema dopaminérgico (WHITAKER-AZMITéA al, 1994). Es claro que los
neurotransmisores monoaminas son importantes en el desarrollo del cerebro inmaduro de
mamiferos, antes de asumir su propio papel como neurotransmisores (HERLENIUS vy
LAGERCRANTZ, 2004). Dado que los niveles end6genos de estos transmisores son regulados
altamente por la MAO, cualquier cambio en esta enzima puede afectar profundamente al

desarrollo del cerebro y por ello es propio que el tratamiento con amitraz incluso a dosis bajas «
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través de la gestacion y lactacion puede afectar al desarrollo de los sistemas serotoninérgicc
dopaminérgico y noradrenérgico originando una disfuncién persistente en los animales, inclusc
hasta su periodo adulto, mecanismo que podria ser la causa del efecto observado en nuest
estudio en los animales a los 60 dias post-natal donde en corteza frontal, cuerpo estriado,
hipocampo se presenta una perdida significativa de estos neurotransmisores. No obstante r
puede también omitirse la posibilidad de un efecto directo del amitraz sobre el desarrollo

funcional de los sistemas monoaminérgicos.

En resumen, nuestros resultados sugieren que la exposicidon de xenobibticos en e
periodo del desarrollo (gestacion y lactacién) es especialmente vulnerable para los sistema
noradrenérgico, dopaminérgico y serotoninérgico. Los resultados observados en el present
estudio refuerzan la idea del uso de las medidas neuroquimicas, tal como el contenido de
noradrenalina, serotonina y dopamina y sus metabolitos, en regiones cerebrales, comc
indicadores adecuados de neurotoxicidad, incluyendo neurotoxicidad del desarrollo, inducida
por agentes quimicos. Dado que en la disfuncibn en los sistemas serotoninérgico y
dopaminérgico estan implicados desordenes tales como apetito, afectivos, de locomocién, de
aprendizaje, neurolégicos y neuropsiquiatricos (INS&ELal, 1990; STEINet al, 1993;
RIEDERERet al, 1989) en general, nuestros resultados son consonantes con la sugerencia d
gue al menos algunas de las incidencias de estos desordenes que se vienen presentando cada
mas en el hombre pueden ser originadas por la exposicion de contaminantes ambientale
neurotoxicos (SLIKKER y SCHWETZ, 2003; TOSCHKd# al, 2002; VON KRIESet al,

2002; MAY, 2000). Por ello cada vez se hace necesario mayores investigaciones de ciertos

agentes neurotoxicos, tipo amitraz que confieren un riesgo adicional para la salud publica.
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4. CONCLUSIONES

1. El presente trabajo de investigacion demuestra que el tratamiento con amitraz a dosis de 2(
50 y 80 mg/kg p.c./dia, via oral, durante 5 dias en ratas Wistar macho de 30 y 60 dias de
edad, altera, en el SNC de forma dosis-dependiente, los niveles de noradrenalina (NA) y de
su metabolito el 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG), serotonina (5-HT) y de su
metabolito el acido 5-hidroxi-3-indolacético (5-HIAA), asi como los niveles de dopamina
(DA) y de sus metabolitos el acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) y el acido
homovanilico (HVA). Por el momento, en la literatura cientifica no se ha descrito este tipo
de efectos a las dosis descritas y nuestra investigacion proporciona una informacion

relevante, aportando un nuevo conocimiento a la neurotoxicologia de este pesticida.

2. El amitraz a las dosis de 50 y 80 mg/kg p.c./dia, durante 5 dias, produjo, en los animales de

edad 30 y 60 dias, una disminucion significativa dosis-dependiente de la ganancia de peso.

3. En las ratas de 30 dias de edad, la administracion de 20, 50 y 80 mg amitraz/kg p.c./dia
durante 5 dias, produjo en el sistema serotoninérgico:

a) Un aumento significativo de los niveles de 5-HT en todas las regiones estudiadas del
SNC (excepto en el bulbo raquideo e hipocampo a la dosis de 20 mg/kg p.c.) y este
aumento fue en un rango de 7-113%.

b) Una disminucion significativa de los niveles del metabolito 5-HIAA, en todas las
regiones del SNC (excepto en la corteza frontal, mesencéfalo e hipocampo a la dosis
de 20 mg/kg p.c.) y esta disminucion fue del rango de 11-82%.

c) La tasa de recambio disminuyo de forma significativa en todas las regiones del SNC
(excepto en el hipotdlamo e hipocampo a la dosis de 20 mg/kg p.c. y en la corteza

frontal a la dosis de 80 mg/kg p.c.) y esta disminucién fue del rango de 19-90%.
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4. En las ratas de 30 dias de edad, la administracion de 20, 50 y 80 mg amitraz/kg p.c./dia
durante 5 dias, produjo en el sistema noradrenegico:
a) Un aumento significativo de los niveles de NA en todas las regiones estudiadas del SNC
y este aumento fue en un rango de 10-264%.
b) Una disminucién significativa de los niveles del metabolito MHPG en todas las
regiones estudiadas del SNC y esta disminucién fue del rango de 18-88%.
c) La tasa de recambio sufri6 una disminucién significativa en todas las regiones

estudiadas del SNC y esta disminucion fue del rango de 28-96%.

5. En las ratas de 30 dias de edad, la administracion de 20, 50 y 80 mg amitraz/kg p.c./dia
durante 5 dias, produjo en el sistema dopaminérgico:

a) Un aumento significativo de los niveles de DA en todas las regiones estudiadas del SNC
y este aumento fue en un rango de 10-708%.
b) Una disminucién significativa de los niveles del metabolito DOPAC en todas las
regiones estudiadas del SNC (excepto en el bulbo raquideo, mesencéfalo y cuerpo estriad
a la dosis de 20 mg/kg p.c. y en el mesencéfalo a la dosis de 50 mg/kg p.c.) y esta
disminucioén fue del rango de 12-85%.
¢) Una disminucion significativa de los niveles del metabolito HVA en todas las regiones
estudiadas del SNC y esta disminucion fue del rango de 6-126%.
d) La tasa de recambio sufrid una disminucion significativa en todas las regiones del SNC
estudiadas (excepto en el mesencéfalo a la dosis de 20 mg/kg p.c.) y esta disminucion fu

del rango de 12-96%.

6. En las ratas de 60 dias de edad, la administracion de 20, 50 y 80 mg amitraz/kg p.c./dia
durante 5 dias, produjo en el sistema serotoninérgico:

a) Un aumento significativo de los niveles de 5-HT en todas las regiones del SNC
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estudiadas (excepto en el hipocampo a la dosis de 20 y 50 mg/kg p.c.) y este aumento fu
en un rango de 23-688%.

b) Una disminucion significativa de los niveles del metabolito 5-HIAA, en todas las
regiones del SNC estudiadas (excepto en la corteza frontal y mesencéfalo a la dosis de 2
mg/kg p.c.) y esta disminucién fue del rango de 4-84%.

c) La tasa de recambio disminuyo de forma significativa en todas las regiones del SNC
estudiadas (excepto en el mesencéfalo a la dosis de 20 mg/kg p.c. y en el hipotalamo a |

dosis de 80 mg/kg p.c.) y esta disminucién fue del rango de 41-97%.

7. En las ratas de 60 dias de edad, la administracion de 20, 50 y 80 mg amitraz/kg p.c./dia
durante 5 dias, produjo en el sistema noradrenérgico:

a) Un aumento significativo de los niveles de NA en todas las regiones del SNC (excepto
en el cuerpo estriado a la dosis de 20 mg/kg p.c.) y este aumento fue en un rango de 7
458%.
b) Una disminucién significativa de los niveles del metabolito MHPG en todas las
regiones estudiadas del SNC y esta disminucién fue del rango de 18-88%.
c) La tasa de recambio sufri6 una disminucién significativa en todas las regiones

estudiadas del SNC y esta disminucion fue del rango de 37-90%.

8. En las ratas de 60 dias de edad, la administracion de 20, 50 y 80 mg amitraz/kg p.c./dia
durante 5 dias, produjo en el sistema dopaminérgico:
a) Un aumento significativo de los niveles de DA en todas las regiones del SNC estudiadas
(excepto en la corteza frontal a la dosis de 20 mg/kg p.c.) y este aumento fue en un rangc
de 6-930%.
b) Una disminucién significativa de los niveles del metabolito DOPAC en todas las

regiones del SNC estudiadas (excepto en la corteza frontal a la dosis de 20 mg/kg p.c.) )
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esta disminucion fue del rango de 9-97%.

¢) Una disminucion significativa de los niveles del metabolito HVA en todas las regiones
del SNC estudiadas y esta disminucion fue del rango de 8-100%.

d) La tasa de recambio sufrid una disminucion significativa en todas las regiones del SNC

estudiadas y esta disminucion fue del rango de 22-99%.

9. Las diferencias observadas en el efecto del amitraz sobre los niveles de NA, 5-HT, DA y sus
respectivos metabolitos en las distintas regiones del SNC podrian ser atribuidas a diferencia
en la disposicién cinética del amitraz entre las regiones del SNC (TK/TD), hecho que

deberia ser confirmado en estudios posteriores sobre la toxicocinética del amitraz.

10.En ratas de 60 dias de edad nacidas de madres expuestas al amitraz (20 mg/kg/dia) durar
la gestacion y la lactancia, se detectd a nivel de sistema serotoninérgico:

a) Una disminucion significativa de los niveles de 5-HT en el cuerpo estriado (17% en los
machos y 13% en las hembras) y en la corteza frontal (11% en el macho y 30% en las
hembras).
b) Una disminucion significativa de los niveles del metabolito 5-HIAA en el cuerpo
estriado (10% en los machos y 11% en las hembras) y en la corteza frontal (22% en los
macho y 8% en las hembras), pero por el contrario se detectdé un aumento en el contenid
de 5-HIAA en el bulbo raquideo (16% en los machos y 61% en las hembras) y en el

hipocampo (39% en los machos y 53% en las hembras).

11.En ratas de 60 dias de edad nacidas de madres expuestas al amitraz (20 mg/kg/dia) durar
la gestacion y la lactancia, se produjo a nivel de sistema noradrenérgico:
a) Una disminucion significativa de los niveles de NA en el cuerpo estriado (8% en los

machos y 7% en las hembras) y en la corteza frontal (15% en los macho y 21% en las
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hembras).
b) Una disminucion significativa de los niveles del metabolito MHPG en el cuerpo
estriado (16% en los machos y 33% en las hembras) y en la corteza frontal (35% en los

machos y 18% en las hembras).

12.En ratas de 60 dias de edad nacidas de madres expuestas al amitraz (20 mg/kg/dia) durar
la gestacion y la lactancia, se observo a nivel del sistema dopaminérgico:

a) Una disminucién significativa de los niveles de DA en el cuerpo estriado (12% en
machos y hembras), en la corteza frontal (17% en los macho y 29% en las hembras) y er
el hipocampo (32% en los macho y 8% en las hembras).
b) Una disminucién significativa del contenido de DOPAC en la corteza frontal (25% en
los macho y 33% en las hembras), por el contrario se detecté un aumento significativo de
los niveles del metabolito DOPAC en el cuerpo estriado (30% en los macho y 18% en las
hembras) y en el hipocampo (30% en los macho y 43% en las hembras).
¢) Una disminucion significativa del contenido de HVA en la corteza frontal (21% en los
macho y 36% en las hembras), pero sin embrago se detectd un aumento significativo de
los niveles del metabolito HVA en el cuerpo estriado (16% en los macho y 44% en las

hembras) y en el hipocampo (23% en los macho y 54% en las hembras).

13.En resumen, los resultados de la presente investigacion demuestran que el amitraz afecta
los sistemas noradrenérgico serotoninérgico y dopaminérgico en animales adultos, asi comc
también origina neurotoxicidad en el desarrollo a nivel de estos sistemas de
neurotransmisores, efecto que puede ser mediado via inhibicion de la MAO o via directa
sobre la sintesis o liberacion de estos neurotrasmisores. Posteriores trabajos son necesari

para clarificar el mecanismo implicado.
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