
1.16.1.- los individuos fallecidos a causa de hemocromatosis tienen una 
concentración de manganeso hepático significativamente mayor que otras 
personas fallecidas por cirrosis hepática debida a otras causas. 

1.16.2.- Los infartos del miocardio producidos en perros, por ligadura de 
la rama descendente anterior de la coronaria izquierda, se acompañan de 
aumentos del manganeso sérico. En humanos, este incremento es incons­
tante y no exclusivo de esta afección (1 s 7). 

1.16.3.- El contenido de manganeso en el sarcoma osteogénico es mayor 
que en el hueso normal (83), Este hallazgo es importante, en virtud de la 
hipótesis según la cual, algunos metales pueden causar cáncer, por 
modificación de la actividad anabólica y catabólica de las células (65). 

PARTE 2.- BREVE EXPOSICION DE LOS PRCtlLEMAS A RESOL­
VER. 

2.1.- La vía biliar es la principal ruta excretora del manganeso, pero 
existen otras vías menos importantes, a saber: páncreas, mucosa intestinal, 
glándulas mamarias, etc. Las células serosas de la parótida, y las de las 
glándulas submaxi lares, presentan similitud estructural con las de la 
porción exocrina del páncreas (15). Por ello, nos propusimos estudiar el pa­
pel de las glándulas submaxilares en el metabolismo del metal. Ellas. a 
diferencia de las parótidas, son relativamente grandes en las ratas (0,3-0,6 
g) y muy fáciles de identificar. 

2.2.- La enfermedad de Parkinson (13, ss) y el manganismo cronlco 
experimental (111, 11 s) se caracterizan por una deficiencia de Dopamina; 
los s(ntomas de ambas entidades el ínicas son mejorados sensiblemente, 
con la administración de L-Dopa (37). Sin embargo, no se conoce el 
éfecto de la L-Dopa en los niveles de Dopamina cerebral, en el 
manganismo experimental. Esto nos condujo a determinar las concentra­
ciones de Dopamina y de su principal metabolito (Acido Homovanílico), 
en el cerebro de ratas tratadas crónicamente con cloruro de manganeso, y a 
estudiar los efectos de la L-Dopa en estos animales. 

2.3.- A pesar de que Mena y col (106) han demostrado el valor de la 
L-Dopa en el tratamiento del manganismo crónico, no se conocían 
reportes de los cambios metabólicos, que se suceden en estos pacientes. 
Los datos experimentales que se han publicado, se refieren al uso de la 
L-Dopa en animales normales, pero se ignora si la droga afecta a éstos, y 
a los intoxicados con manganeso, en forma similar. Papavasiliou y col 
(124) demostraron que la L-Dopa disminuye la excreción del Mn5 4 , 

administrado por vía endovenosa, y consideraron que esos hallazgos eran 
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debidos al aumento de la concentración del AMP-cíclico tisular. 

Estas observaciones nos impulsaron a estudiar el efecto de la L-Dopa en 
la incorporación de Mn S4 en hígado, cerebro, suero y glándulas submaxi­
lares de ratas normales y sobrecargadas con manganeso. 

2.4.- Los metabolismos del hierro y del manganeso están íntimamente 
relacionados (19,51,132) ,pero se sabe muy poco sobre las interrelaciones 
entre el manganeso y otros metales. En la presente tesis describimos 
algunos efectos de los iones metálicos sobre la captación del Mns 

4 , por 
homogeneizados de hígado de ratón, así como ciertos aspectos de la 
cinética de esa captación. 

MATERIAL Y1IJ1ETDDD 

Las ratas usadas en nuestros experimentos pertenecían a la raza 
Sprague-Dawley y su peso oscilaba entre 200 y 300 gramos. Para los 
estudios in vitro, se utilizaron ratones albinos suizos, MRT, de 20 a 25 g de 
peso. 

El Mns 
4 C12, libre de transportador (Amersham/Searle, IIlinois), se 

utilizó tanto en los estudios in vivo como en los estudios in vitro. Para los 
estudios in vivo se inyectó a cada animal, 1, 6 ó 20 uC de Mns 

4 CI2 
disueltos en 0.5 mi de solución salina fisiológica. 

La radioactividad corporal, y la de los órganos aislados, se midió en un 
contador de cuerpo entero tipo ARMAC (Packard). para los es1udios in 
vitro se utilizó un contador de pozo (Packard). 

1.- Determinación de la retención corporal y de la distribución tisular de 
Mns 4 el en ratas normales y en ratas sobrecargadas con manganeso. 

Doce ratas fueron alimentadas ad libitum con Ratarina (Protinal); a 
6 de esos animales, se les ofreció agua destilada y desmineralizada que 
contenía 0.50 mg de MnCI2 por mi ya las otras seis ratas se les administró 
solamente agua destilada y desmineralizada y fueron usadas como control. 
Tres meses después de estar recibiendo este tratamiento, cada rata fue 
inyectada en la vena dorsal de la cola, con 1 uC de Mn S4 CI2 disuelto en 
0.5 mi de solución fisiológica. La radioactividad corporal total, de cada 
animal, fue determinada diariamente en un contador de cuerpo entero. 
Diez y nueve días después de la inyección, todos los animales fueron 
sacrificados en una atmósfera de éter, procediéndose luego, a la medición 
de la radioactividad de' sus hígados, glándulas submaxilares y tractos 
gastrointestinales, lavados estos últimos, con solución salina normal antes 



de ser pesados ycontados. 

2.- Estudio de la incorpomción de Ilfin54 en hígado y glándulas 
submaxilares, a diferentes intervalos después de la administración itel 
isótopo radioactivo. 

Se inyectaron 20 ratas normales, por vía endovenosa, con 1 uC de 
Mn 54 para cada animal y luego se sacrificaron, en grupos de dos, a 
diferentes intervalos de tiempo. El hígado y las glándulas submaxilares 
fueron extra ídos y pesados, después de lo cual, se determinó su 
radioactividad. 

-3.- Determinación del efecto de la ligadura del conducto colédoco en la 
incorporación de Mn54 por Mgado y glándulas submaxilares. 

Para estos estudios los animales se anestesiaron con nembutal, inyec­
tado por vía interaperitoneal, ya que este barbitúrico no afecta la excre­
ción biliar del manganeso (124). A cinco de las ratas inyectadas se les 
extirparon las glándulas submaxilares. Aotro grupo de 5 animales se le ligó 
el conducto colédoco y en otras 5 ratas se ligaron los colédocos y se 
extrajeron las glándulas submaxilares. Cada grupo se acompañó de su 
propio control, constituido por animales falsamente operados. Un grupo 
final, de 3 animales, no fue intervenido. A continuación, cada rata fue 
inyectada por vía endovenosa con 1 uC de Mn54 CI2 y la radioactividad 
corporal se determinó diariamente, durante 8 días, al cabo de los cuales los 
animales se sacrificaron, procediéndose inmediatamente a pesar y a medir 
la radioactividad de los hígados y de las glándulas submaxilares. 

4.- Estudio de la distribución subcelular del Mns
4 en glándulas 

submaxilares. 
Seis ratas fueron inyectadas por vía intraperitoneal con 20 uC de 

Mns 
4 CI2 y 16 horas después fueron sacrificadas. Una vez extraídas las 

glándulas submaxilares, se procedió a estudiar la distribución subcelular del 
metal, siguiendo la técnica de Potter y Axelrod (135) . 

Las glándulas submaxilares se homogeneizaron en 5 volúmenes de 
sacarosa 0.25 M, pH 7.4. Se utilizó un homogeneizador eléctrico provisto 
de un pestillo de teflón. Todo el procedimiento se realizó a 4°C. Se preparó 
un gradiente continuo de sacarosa (0.25-2.2 M) en tubos de 5 mi para el 
rotor Spinco SW50L. En la superficie de cada gradiente, se agregó 
cuidadosamente, un volumen de 0.5 mi del homogeneizado y la prepara­
ción se centrifugó a 125.000 x g x 30 minutos. Al terminar la 
centrifugación los tubos se punzaron en el fondo con el fin de recoger las 
diferentes capas formadas. Las fracciones aparecieron en el siguiente 
orden: nuclear, gránulos de amilasa, mitocondrial, microsomal y sobre­
nadante. Posteriormente, se determinó la radioactividad de cada una de 
ellas. 
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5.- Estudio de los niveles de Dopamina yAcido Homovamlico en el 
cerebro de ratas tratadas crónicamente con cloruro de manganeso. Efecto 
de la L-Dopa (administrada a la dosis de 100 mg x Kg peso, suspendida en 
0.5 mi de solución salina). 

Se utilizaron 20 ratas Sprague-Dawley de 200-300 gr. de peso ,alimen­
tadas ad libitum con Ratarina (Protina!). Nueve animales recibieron 5 mg 
de MnCI2 por mi del agua de bebida (destilada y desmineralizada); las 
restantes ingirieron agua libre de manganeso. Siete meses después de haber 
comenzado esta dieta, se inyectó L-Dopa por vía intraperitoneal a 5 de las 
ratas sobrecargadas con manganeso y a 6 ratas control. Los restantes 
animales (4 sobracargadas con manganeso y 5 no sObrecargadas) sirvieron 
de control de los inyectados con L-Dopa. Sesenta minutos después de la 
inyección, las ratas fueron sacrificadas y sus hemisferios cerebrales 
rápidamente removidos y congelados a -30°C hasta su ulterior análisis. 

Se utilizo el procedimiento de Spano y Neff (15 ó) para el aislamiento 
de la Dopamina y del Acido Homovanílico. Esta técnica está basada en la 
habilidad que tiene la alúmina para adsorber catecoles, a partir de una 
solución alcalina débil, y liberarlos en una solución ácida. 

5.1.- Procedimiento para el aislamiento de la Dopamina y del Acido 
Homovanílico. 

Los cerebros se homogeneizan en 4 volúmenes de Metabisulfito Sódico 
0.05%, en solución Perclórica 0.4N. El homogeneizado se centrifuga a 
12000 x g durante 15 minutos en una centrífuga refrigerada (Sorval, Rotor 
SS-34). 1.5 mi del sobrenadante resultante se transfieren a un tubo de 
centrífuga de 15 mi provisto de tapa, al cual se ieagregan 4,5 mi de Buffer 
TrislHCI 0.5M, pH 9.0, Y500 mg de alúmina (óxido de aluminio neutral 
Woelm, Alemania). El pH resultante, en la mezcla, es de 8.3. La Dopamina 
se adsorbe a la alúmina al agitar el tubo por 10 minutos. Acontinuación, 
se centrifuga a 12000 x g x 15 minutos. Cinco mi desobrenadantese 
transfieren a un tubo de centrífuga de 50 mi al cual se le agregan 10 mi de 
acetato de n-butilo, cloruro de potasio hasta saturar (aprox. 1,5 gr) y 1 mi 
de HCI 8N. El tubo se agita por 10 minutos y se centrifuga de nuevo a 
12000 x g x 15 minutos. Luego se transfieren 9 mi del acetatO" de butilo 
(con el Acido Homovanílico disuelto) a un tubo de centrífuga de 15 mi 
que contenga 2 mi de NH40H, 5N. Se agita por 5 minutos y las fases 
resultantes se separan por centrifugación, en una centrífuga clínica, a 
máxima velocidad, por 5 minutos. 1 mi del NH40H se transfiere a un tubo 
de ensayo y se determina la concentración del Acido Homovanítico. 

A continuación se elimina el exceso de buffer tris que ha quedado sobre 
la alúmIna y se lava esta última con 5 mi de agua. Luego se le agregan 2 mi 
de ácido acético 0.2N y se eluye la Dopamina mediante agitación manual 



durante 5 minutos. la mezcla se centrifuga en una centrífuga clínica, a 
máxima velocidad, y se transfiere 1 mi del sobrenadante a un tubo de 
ensayo para determinar la concentración de Dopamina. 

En cada experimento se usaron además de las muestras, dos tubos de 
recuperación a los cuales se les había agregado 1 ug de Dopamina y 1 ug de 
Acido Homovanílico. 

5.2.- Análisis del Acido Homovanílico. 

Se utilizó el procedimiento de Anden y col (6). A 1 mi de la solución de 
NH4 OH obtenida previamente, se le agrega 0.1 mi de Ferrocianuro de 
Potasio al 0.02%. Alos 4 minutos exactos se agrega 0.2 mi de Hidrocloruro 
de Cistaína al 0.1 %Y se determina la fluorescencia en un Espectrofoto­
fluorímetro .Aminco-Browman (i\ de activación: 315 mu; i\ de emisión: 
430 mulo 

Al invertir el orden de adición del Ferrocianuro de Potasio y de la 
Cisteína, se obtiene una lectura "blanco". 

5.3.- Análisis de la Dopamina. 

Se usó el método de Chang (44). A 1 mi del ácido acético 0.2N, 
obtenido anteriormente, se le agrega 1 mi de EDTA (se prepara disolviendo 
37,2 gr de EDTA-2H20 disódica en 500 mi de Acetato de Sodio 1M;el 
volumen se lleva a 900 mi y el pH se ajusta a 7.0, con 5N NaOH; 
finalmente se aumenta el volumen a 1 litro). luego se adiciona 0.2 mi de la 
solución de lodo (1,27 gr de lodo en 100 mi de Etanol al 95%) y, a los 2 
minutos exactos, se agrega 0.2 mi de la solución de Sulfito (1 mi de Sulfito 
de Sodio al 25% y 9 mi de Hidróxido de Sodio 5N) la cual se prepara 
inmediatamente antes de usarla. Dos minutos después, se agrega 0.2 mi de 
Acido Acético 5N ylos tubos se calientan por 3 minutos a 100"C. luego 
de enfriados, se determina la fluorescencia a la i\ de 370 mu, después de 
haber activado a la i\ de 320 muo 

los "blancos" se preparan invirtiendo la secuencia de adición del lodo 
y del Sulfito alcalino. 

6.- Determinación del efecto de la L-Dopa en la incorporación tisular de 
Mn54 • 

Cincuenta y cuatro ratas hembras fueron alimentadas ad libitum con 
Ratarina. De ellas, 23 recibieron 5 mg de MnCI2 por mi de agua de bebida 
(destilada y desmineralizada) y las 31 restantes ingirieron el mismo tipo de 
agua pero sin manganeso; estas últimas se usaron como control. Siete 
meses después, todos los animales fueron inyectados por vía intraperi­
toneal con 6 uC de Mn54 CI2 disueltos en 0.5 mi de solución de Cloruro de 
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Sodio al 0.85°/0. Trece ratas del grupo sobrecargado con manganeso, y 20 
del grupo control, fueron seleccionadas al azar e inyectadas con una 
suspensión de L-Dopa (100 mg x kg peso) en la misma solución 
Mns 

4 -salina. El resto de los animales sirvió de control de los inyectados 
con L·Dopa. Se investigó la absorción de 'L-Dopa a partir de la cavidad 
peritoneal, mediante inspección ocular de la misma. A los 30, 60 y 120 
minutos después de la inyección, se sacrificaron varios grupos de animales 
en una atmósfera de éter, después de haberles extraído sangre por punción 
cardíaca. A continuación, se separaron los cerebros, hígados y glándulas 
submaxilares y la radioactividad de los órganos y del suero se determinó en 
un contador de pozo. 

7,- Estudio de la captación de manganeso por homogeneizados de hígado. 

Se utilizaron ratones albinos suizos, sacrificados por dislocación 
cervical. Los hígados se homogeneizaron en 10 volúmenes de buffer 
tris/HCI, frío (0.05M, pH 7,4). A menos que se especifique de otra manera, 
en casi todos los experimentos se tomaron alícuotas del homogeneizado y 
se incubaron con 0.02 uC de Mns

4 CI2 disuelto en el mismo buffer, el cual 
no tiene ninguna actividad quelatante del manganeso (171). La reacción se 
inició con el agregado del homogeneizada y el volumen final fue de 1 mI. 
La incubación se realizó a 370C durante 10 minutos l en una incubadora 
metabólica Dubnoff (60 desplazamientos por minuto). 

Al finalizar los 10 minutos, al cabo de los cuales no se produjo ningún 
cambio de pH, la reacción se detuvo mediante el agregado de 2 mi de 
etanol absoluto frío WC), y los tubos se centrifugaron inmediatamente, a 
temperatura ambiente, en una centrífuga Sorvall GLC-l, a 1650 x g x 15 
minutos. El sobrenadante se descartó y el precipitado fue lavado con 2. mJ, 
del buffer Tris ycentrifugado por 15 minutos. Este lavado se repitió una vez 
más y luego se procedió a determinar la radioactividad del precipitado 
final. La captación de IVIns 4 se expresó como porcentaje del standard 
utilizado, o en C.p.m. por mg de proteína. En cada experimento se 
utilizaron controles apropiados. Cuando el MnS4 CI2 se incUbó con el 
buffer Tris/Hel, en ausencia del homogeneizado, no se detectó radio­
actividad en el tubo, después del último lavado. 

Si no se especifica de otra manera, los valores reportados representan la 
media ± D.S. de 3 experimentos realizados por triplicado, cuyas diferencias 
no fueron mayores del 10%. 

8.- Proteína. 

La concentración de proteína se determinó por el método de Lowry y 
col (94). Se utilizó albúmina bovina cristalizada (Pentex Inc) como 
standard. 



9.- Reactivos. 

Todos los reactivos utilizados fueron de un alto grado de pureza 
(analíticos) y no ameritaron purificación ulterior. 

10.- Análisis estadístico. 

Se calcularon los valores de t (Student's t-test) para demostrar la 
significación de los resultados obtenidos con los controles y los grupos 
problemas (11) • 

RESULTADOS 

1.- Retención corporal y distribución tisular del Mn5 
4 • 

Como había sido demostrado previamente, los animales sobrecargados 
Mn54con mangan~o excretaron el a una velocidad mayor que los 

controles (29). En el día 19°, la retención corporal total del radioisótopo 
fue del 20% para las ratas sobrecargadas y del 30% para los controles (Fig 
2). La radioactividad de las glándulas submaxilares no varió en las ratas 
sobrecargadas y las controles, en tanto que en el h(gado y en el tracto 
gastrointestinal (123) fue mayor en los controles (Tabla 11). Al expresar la 
radioactividad en relación al peso tisular, no se observaron diferencias en el 
tracto gastrointestinal pero si en el hígado; en las glándulas submaxilares 
no hay diferencias entre ambos grupos pero la radioactividad, expresada 
por gramo de tejido, fue casi 11 veces mayor que la del hígado de los 
animales sobrecargados y más de 4 veces mayor que la del hígado de los 
controles. 

2.- Incorporación del Mn5 
4 en hígado y en glándulas submaxilares. 

Como se observa en la tabla 12, el hígado incorporó inicialmente una 
gran cantidad de Mn54 (31 %) pero, en las primeras 24 horas se produjo un 
descenso del 50%, debido al paso inicial rápido del metal hacia la bilis y su 
redistribución en otros tejidos (123) . 

Si expresamos la radioactividad, como porcentaje de la radioactividad 
corporal total, observamos que, con el transcurso del tiempo, las glándulas 
incrementan su contenido de Mn54 

• Este hallazgo parece sugerir que el 
resto de los tejidos elimina mas rápidamente el Mns 

4 que las glándulas 
submaxilares. Al expresar los valores en cpm/mg de tejido, la radio­
actividad de las glándulas se mantiene, con escasas variaciones, durante 5 
días, mientras que en ese lapso, el Mn54 hepático disminuyó en unas 4 
veces su valor inicial. 
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Fig. 2. 

Retención corporal de Mn54, en animales normales Xen sobrecargados con 
manganeso, después de la invección de 1uC de I\ím5 C12' 
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3.- Efecto de la ligadura del conducto colédoco en la incorporación del 
Mn54 

, 

En la figura 3 se observa que la retención corporal del Mns 
4 es igual en 
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INYECCION DE Mn54CI2 

Fig.3. 

Retención corporal delllim54. Las condiciones del experimento están des· 
critas en el texto. 
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: Control 
: Colédoco ligado y glándulas submaxilares extirpadas 
: Control 
: Animales no operados 
: Colédoco ligado 
: Control 
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las ratas controles y en aquellas cuyas glándulas submaxilares fueron 
extirpadas. Respuesta similar se comprobó entre el grupo con colédoco 
ligado y el grupo con glándulas submaxilares extirpadas y colédoco ligado. 
Los animales no operados presentaron una excreción mas lenta que los 
controles (123). En general, las ratas que tenían el colédoco ligado 
retuvieron mucho más Mn5 

4 que los otros grupos. Los hígados de las ratas, 
a las que se les había ligado el conducto colédoco, tenían una 
radioactividad 4 veces mayor que los hígados controles; mientras que la 
radioactividad de las glándulas submaxilares no se diferenció de la de los 
controles (Tabla 13). Resultados semejantes se verificaron en los hígados 
de los grupos con colédoco ligado y glándulas submaxilares extraídas. Al 
extirpar solamente las glándulas submaxilares, no se observó diferencia en 

Mn54el contenido hepático de entre los animales problemas y sus 
controles. 

4.- Distribución del Mn54 "en las fracciones subcelulares de las glándulas 
submaxilares. 

La tabla 14 muestra que el Mn54 se- localiza en todas las fracciones 
particuladas de la célula, especialmente en la fracción microsomal y en la 
mitoco nd rial. 

5.- Efecto de la l-Dopa sobre los niveles de Dopamina yAcido 
Homovanílico en el cerebro de ratas tratadas crónicamente con cloruro de 
manganeso, por vía oral. 

Ninguno de los animales presentó signos de rigidez muscular, temblor o 
parálisis, a pesar del alto contenido de manganeso que ingirieron. Los 
estudios histopatológicos del núcleo caudado revelaron picnosis moderada 
de algunas neuronas, hallazgo que fue confirmado con el microscopio 
electrónico (García Tamayo J., Diez-Ewald M. y Bonilla E., resultados 
inéditos). 

En la tabla 15 se observa que en los cerebros de los animales 
sobrecargados con manganeso, se produce una reducción significativa del 
contenido de Dopamina y de Acido Homovanílico (p < 0.01 y P < 0.05 
respectivamente). La administración de L-Dopa incrementa la concen­
tración de ambos compuestos, tanto en el grupo sobrecargado como en el 
control. Al inyectar L-Dopa a los animales sobrecargados, se observó un 
incremento del 300% en la concentración basal de la Dopamina (p < 
0.001) y de alrededor del 110% en la del Acido Homovanílico (p <0.02). 
El grupo control aumentó 80% (p < 0.001) y 34% (p < 0.001) sus 
concentraciones de Dopamina yAcido Homovanflico, respectivamente. Si 
se comparan los dos grupos de animales inyectados con L-Dopa, no se 
observa ninguna diferencia entre ellos. 



TABLA 13 

GRUPOS DE (PORCENTAJE DE LA RADIOACTIVIDAD CORPORAL) 

ANIMAL S ¡';IGADO GLANDULAS SUBMAXILARES 

COLE DOCO LIGADO 54.30±3,0 1.05± 0.2 

CONTROL 12,57 1,4 1,53±0.3 

COLEDOCO LIGADO 
Y GLANDIJLAS SUB­ 47,25±6.7 
MAXILARES EXTRAIDAS 

CONT ROL 13,97 ± 2,7 1.46± 0.0 

GLANDULAS SU8MAX~ 
LARES EXTRAIDAS 12,27 ± 1,5 

CONTROL II 16 ± 1,2 1,37:t0,56 

Tabla 13. 

Retención de la radioactividad en el hígado V en las glándulas submaxilares 
de ratas sometidas a las condiciones descritas en el texto. 

TABLA 14 

DI STRIBUCION SUBCELULAR DEL Mn54 CI2 

EN GLANDULA SUBMAXILAR DE RATA 

-_..._-----_... -_.__._~.__. 

FRACCION RADIOACTIVIDAD PORCENTAJE DE LA 
c.pm RADIOACTIVIDAD TOTAL 

HOMOGENEIZADO 9600 
SOBRENADANT E 3407 35 
MICROSOMAL 27 I 5 26 
MITOCONORIAL I 694 I 7 
GRANULOS DE AMILASA I 191 12 
NUCLEAR 76S 6 

45 



46 

o ~ o u 
QI " ..J E 


Z ':::1 


§ J: 
(Jil (¡:/'I 

++.,.o ~ o ID o 
:::¡:¡ o o o~ o o o o o:r QI 

+1 +1 +1 +1 
o ,.., .,.o " o a ,.., .,. .,.N

U "01 
o o o oo:l ..:­

~ 

o 
"O 
QI 

E ++ + ++.,. o (1) (1)':;, 
.t:: ,..,o (1)o:l oZ o o o o:!! 

:::¡:¡ +1 +1 +1 +1~ o:l N .,. .,. oel. QI ,.., .,.lO lOo" a o .,. 
lON

"01 


10 
 ..:­
íñ-<1 :...J 
elal 

<1 
...J.. 
o 
1 

1­ .. + 

o ~ es 
c: 

:::¡:¡ :i 
z z 
o o 
o o 

(/)(/) 

!! o g'" o:l 
<:i)!lo <:i) 

o '" a:'" a: 
o o• 1 '" o 

o:l 

11.111.1
...J a:§ 
+ Ifi al o 

...J ...J (/) ~ o o
a: a: (/) (/) ... ... o:l 
Z Z ... 
o o o:l '" ~ 
o u a: a: 

Tabla 15. 

Efecto de la administración intraperitonal de L·Dopa (100 mg x kg peso) en 
la conce~tración de Dopamina yAcido Homovanílico, en el cerebro de ratas 
tratadas crónicamente con cloruro de manganeso. 
Las cifras reportadas representan las medias ± D.S. de las determinaciones 
practicadas. 

* Número de determinaciones, entre paréntesis 
+ p < 0.01, comparados con el control 
t p < 0.001, comparados con el control 

§ p < 0.05, comparado con el control 



6.- Efecto de la l·Dopa en la incorporación tisular de Mn54 

6.1.- Hígado. 

La incorporación fue mayor en los animales alimentados con dieta 
normal, tratados con L-Dopa, que en los controles correspondientes (Fig 
4). La incorporación de Mn54 en los animales sobrecargados inyectados 
con L·Dopa fue menor que en los no sobrecargados no inyectados con la 
droga. No se observó ninguna diferencia significativa en la incorporación 
de los 2 grupos tratados con exceso de manganeso en la dieta. Los animales 
no sobrecargados que recibieron L·Dopa lograron la mayor incorporación a 

o-.-{) 
.... ....... 


l:Jr.-.-I::. 

.. .. 
120 

CONTROL 

C O N T ROL + L- DOPA 

SOBRECARGADAS CON MnCI2 

SOBRECARGADAS CON MnCI2 + L-DOPA 

o 100 
"'O .....o 
0\ 	

-. ....... 
...... 
.r::: 	 80 I 

.~; -........ 

(6)0\ I 

E 	 . ..0-._. _. _._¡ / (4) . -. - . _. - '-0 
60 ./ 	 (3) "E 	 ..... 

a. 
u 	 (5) 

40 (3) 
(3) 

( 3) 

20 

60 	 120 
MINUTOS 

Fig.4. 

Retención hepática dellllln54 después de la inyección de L·Dopa. Las cifras 
entre paréntesis corresponden al número de animales. 
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los 60 minutos después de la inyección (p <0.02). Cuando se comparan 
los 2 grupos tratados con L-Dopa (sobrecargados y normales) la diferencia 
encontrada es significativa a los 60 minutos (p < 0.01) ya los 120 minutos 
(p < 0.05). La figura 4 demuestra claramente que la L-Dopa produce el 
máximo efecto a los 60 minutos después de su inyección intraperitoneal. 

6.2.- Glándulas submaxilares. 

En contraste con lo observado en el hígado, las glándulas submaxilares 
de las ratas sobrecargadas y la de sus controles, captaron la misma 
proporción de Mns 4. Cuando se les administró L-Dopa, no se produjo 
ninguna diferencia significativa entre los grupos examinados (Fig 5). 

100 

0-.---0 CONTROL 


e- .. --e CONTROL + L-DOPA 

t.------A SOBRECARGADAS CON MnCI2o 80 
::J 

.. .. SOBRECARGA<JAS CON MnCI2'" L-DOPAL"O oe 
'o = x 60 
eno .-..... 
enE 
E.o 40 
" ::J
E tf) 

o. 
u 20 

30 60 

MINUTOS 

Fíg.5. 

Retención del Nln54, por parte de las glándulas submaxilares, después de la 
administración de L-Dopa. 
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6.3.- Cerebro. 

Dos horas después de la administración de L-Dopa, la radioactividad del 
cerebro de las ratas normales y la de las sobrecargadas, permaneció elevada 
(p < 0.02), en comparación con la de los animales que no recibieron 
L-Dopa. Si se analizan los 2 grupos tratados con l-Dopa, no se observa 
diferencia entre ellos (Fig 6). 

1800 

o 
"­

..Q 

ID 
"­
ID 
U 

1400 

1000 
01 

"­
E 
o. 
u 

600 

200 

0-. -O CONTROL 

.- ,. --e CONTROL + L·DOPA 
. 

f:J A SOBRECARGAOA CON MnC12 

6..--11. SOBRECARGADAS CON MnC12 + L-DOPA 

...._.. _.. _.,_ .. - "-"-"-"-"=1 

0-. -'­ - '- ­ -'­

60 120 

MINUTOS 

Fig.6. 

Retención cerebral del JIi,n54 después de la inyección de L-Dopa. 

6.4.- Suero. 

los grupos inyectados con l-Dopa mostraron efectos contrarios a los 
de los órganos descritos anteriormente (Fig 7). En efecto, la radioactividad 
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fue menor en los animales tratados con la amina que en sus correspon· 
dientes controles. Este hallazgo fue más pronunciado a los 30 minutos 
después de la inyecciÓn de L·Dopa (p < 0.001) sin embarao. a los 60 
mi.nutos, no encontramos diferencia entre los grupos controles (con ysin 
L·Dopa) pero sí en los animates sobrecargados (p < 0.001). De las ratas 
que no fueron inyectadas con L-Dopa, las sobrecargadas con manganeso 
tenían más Mn54 en el suero, que tos controles con dieta normal, 60 
minutos después de la inyección (p <0.001). 

0--.-0 CONTROL 

.-. --e CONTROL +L-DOPA 

6 6 SOBRECARGADAS CON 

.to .. SOBRECARGADAS CON 

2600 

2200 

1800 o 
"­

\ID 
::J 
U'l \1400 

\E 
"­ \ 

E 1000 \ 

c. 
u .\ 

MnCI2 

Mn CI2 + L-DOPA 

600 .-"-"-" 'b-.":"':.-::..., . ...-­-
--..

200 

30 60 

MINUTOS 

Fig. 1. 

Retención sérica dellVin54 después de la administración de L·Dopa. 
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7.- Captación de Mn54 por homogeneizados de hígado. 

7.1.- Efecto del tiempo de incubación en la captación de Mns 
4 • 

la reacción fue muy rápida en los primeros segundos, a juzgar por la 
incorporación encontrada un minuto después de haber iniciado la 

Mn54incubación. la captación del fue linear durante los ,primeros 20 
minutos de incubación. El agregado de MnCI2 (10 mM y 20 mM), al medio 
de incubación, provocó un descenso en la incorporación aunque no cambió 
su linearidad. Para los ensayos posteriores se utilizó un tiempo de . 
incubación de 10 minutos (Fig 8). 

39 

36 

33 
'>t 
l,() o 30 

e a::: 
~ <1: 27O 
lJJ Z 
O 24<1: 


1­Z (f) 21 
O 

U ....1 18 


lJJ<1: O1- 15 
a.. ::.e<1: ~ 12 
U 

9 

6 

3 

15 30 4.5 60 

TIEMPO DE INCUBACION (min) 

Fíg.8. 

Efecto del tiempo de incubación en la captación de Mn54 por homogenei­

zados de hígado de ratón. Los homogeneizados (2.19 mg de ~roteína) se 

incubaron a 37°C con: buffer tris-HC1 (50 mM, pH 7.4), Mn 4 CI2 (0.02 

uC) y los siguientes compuestos: IVin C12, 10 mM (X), Nin C12, 20 mM (6) 

y un control, sin MnCI2(e). Los tiempos de incubación se señalan en la 

figura. 
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7.2.- Efecto de la temperatura. 

La incorporación máxima se obtuvo a los 45°e, descendió rápidamente 
al aumentar la temperatura, y a los 700e la captación fue similar a la 
obtenida a lOoe. La energía de activación de esta captación, calculada por 
la ecuación de Arrhenius, fue de 16700 cal/mol (Fig 9), 

• 100 
10 

e -O 
~ a: 

75wex 
00 

z 
Z~ 
OC/) 50 
O ..J 
ex W 

O~ 
eL. 25 
ex fI.-O 

10 20 30 40 50 60 70 80 

TEMPERATURA (OC) 

Fig.9. 

Efecto de la temperatura en la captación de Mn54. Los homogeneizados de 
higado de ratón (2.19 mg de proteína) se incubaron durante 10 min a di­
ferentes temperaturas, en presencia de buffer tris-HCI (50 mM, pH 7.4) V 
0,02 uC de Mn54 CI2. 

52 



1.3.- Efecto del pH, 

La captación del manganeso se midió a diferentes valores de pH, desde 
4 hasta 10. La figura 10 señala que la máxima incorporación se produce a 
pH 9.5, usando buffer Tris·HCI 0.05M (rango de pH: 7·10). Con el buffer 
acetato 0.2M (rango de pH: 4-6) Vcon el buffer fosfato O.2M (rango de 
pH: 5·7) las máximas captaciones fueron 4 y 5.6 veces menores, 
respectivamente, que el pH óptimo logrado con el buffer Tris-HCI. 

1040 


240 

-« 880 

Z 
W 
t­ 720 

O 
a:: 
a.. 560 

O> 
E 

" 400 
E. 
el.. 
\.)-


80 ~ 

4 5 6 7 8 9 

pH 

Fíg. 10. 

Efecto de pH en la captación de Mn54 por homogeneizados de hígado de 
ratón. Los homogeneizados (2.00 mg de proteína) se incubaron a 37° Cdu· 
rante 10 mín. con 0.02 ue de Mn54el2 en un volumen final de 1.0 mi que 
contenía buffer Acetato de Sodio 200 mM (e) buffer Fosfato,200 mM (X) 
o buffer Tris·H el, 50 mlVí (O), a los valores de pH indicados. 
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7.4.- Efecto de la concentración de proteína. 

La captación de MnS4 aumentó en funció~ .~e la cantidad ae proteína 
agregada al medio, hasta los 7 mg. La adl~~on de ~~CI2. (0.01 mM) 
ocasionó un descenso significativo de la captaclon de Mn (Flg 11). 

E 
ci 4800 
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« 
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CONCENTRACiON DE PROTEINAS (mg) 


Fig.11. 

Efecto de la concentración de proteína en la captación de Mn54, por homo­

geneizados de hígado de ratón. La incubación se realizó a 37°C durante 10 

mino en un volumea final de 1.0 mi, que contenía: a) buffer tris·HCI (50mM 

pH 7~4); b) Mn54CI2 (0.02 uC, 16.000 cpm.); V los siguientes compuestos: 

Mn CI2,0.01 mM (o)~ un control sin MnCI2, (.). Las concentraciones de 

proteínas se señalan en la figura. 


http:CI2,0.01


1.5.- Dependencia de la captación del Mn54 , del MnCI2 agregado al medio 
de incubación. 

la adición de MnCI2 al medio de incubación, en concentraciones de 
1.00 uM hasta 10 uM, descendió la captación del Mns 

eI7%de\ standard (Fig 12), 
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~ <t o-() 

3 

1.5 2 2.5 3 4 

CONCENTRACION DE 

Fig.12. 

4 desde el 18% hasta 

5 6 78910 

MnCI2 ()JM) 

Representación semilogarítmica de la captación de Nm54 por homogenei­
zados de hígado de ratón, en presencia de diferentes concentraciones de 
MnCI2· los homogeneizados (2.35 mg de proteína) se incubaron por 10 
mino a 37°C en 1.0 mi del siguiente medio de ensayo: buffer tris·HCI (50 
mM, pH 7.4), Mn54CI2 (0.02 uC, 16000 cpm) y las concentraciones de 
MnCI2 indicadas en la figura. 
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7.6.- Efecto de los cationes en la captación del Mn54
• 

Varios cationes pueden influenciar la captación del Mn54 (Tabla 16). 
De los 14 ensayados, los siguientes aumentaron la captación: Sn2+ (1 y 10 
mM), Ca2+ (0.1 y 1 mM), Ba2+ (0.1,1,10 Y 100 mM), Mg2+ (1 Y10 mM) 
y Fe3+ (0.1 y 1 mM). A la concentración de 1 mM la efectividad de estos 
cationes decreció en el siguiente orden de Fe3+ > BaH > Mg2+ >Sn2+ ;;.. 

Ca2+. 

TABLA 16 
EFECTO DE DIFERENTES CATIONES EN LA CAPTACION 

DE Mn54 POR HOMOGENEIZADOS DE HIGADOo 

PORCENTAJE DEL CONTROL (MEDIA± 0.5) 
CATlON O.OlmM O.lmM ImM 10 mM 10.0 mM 

CaCI 109!. 19 115 !9 

NoCI 104!. I1 

KCI 107 !5 98!. 20 

LiCI 96!9 96!.13 

98 1 9 

SnCI2 113~10 128 1 11eh 

Hg CI 2 88 í 12 

CoCIZ 

CuCIZ 115 1 23 

ZnCI2 82t2b 49t3Ch 15 tld 

MgCI2 120t24 197ted 197 t l3d 

148 t28b 266 :!:45ch 6 t Id 

C uCI 

Tabla 16. 

a) Los homogeneizados de hígado de ratón (2.31 mg de proteína) se incuba­
ron a 37°C durante 10 mino en presencia de buffer tris-HCI (50 mM, pH 1.4) 
Mn54CI2 (0.02 uC,16000 cpm.) y los cationes indicados, Los valores repre­
sentan las medias ± D.S. de 4 experimentos realizados por triplicado. 

b Diferente de control, p < 0.05 
c Diferente del control, p < 0.02 
ch Diferente del control, p < 0.01 
d Diferente del control, p < 0.001 



Por el contrario, se observó inhibición marcada con los siguientes 
cationes: Ca2+ (10 y 100 mM), Fe3+ (10 y 100 mM), Zn2+ (0.1,1,10 Y 
100 mM). 

Los cationes Na+, K'", Lr, NH4+, CIf, Hg2+, Cu:2+ y Cs:2+ no 
modificaron la captación del Mn54 

. El agregado de ZnC12(10 mM), 
Mn54después de la incubación del homogeneizado, no desplazó el 

incorporado durante la incubación. 

7.7.- Efecto del Fe3+ (1.0 mM) en la captaci6n de Mn54 
, con diferentes 

concentraciones de MnCI2 en el medio de incubaci6n. 
En estas condiciones, cualesquiera que sean las concentraciones del 

MnCI2 agregado (desde 1-20 uM), el incremento en la captación de Mn54 
, 

producido por el Fe3+ , se mantuvo en los alrededores del 267%. Es decir, 
tanto en ausencia, como en presencia del Fe3+ , el descenso en la captación 
de Mn54 , producido por el agregado de MnCI2 al medio de incubación 
(Tabla 17), permanece constante. 

TABLA 17 


EFECTO DEL FeCI3 EN LA CAPTACION DE Mn&4 POR 

HOMOGENEIZADOS DE HIGADO, EN PRESENCIA DE 

DIFERENTES CONCENTRACIONES DE MnCI2 EN EL 


MEDIO DE INCUBACIONo 


MnC1a AGREGADO 
{pM} 

CAPTACI()N_Q.E 
[F e 3+J.Q 

Mn~4 (e. p.m. ) 
. [F;i+y.I.O mM 

INCREMENTO 
(%) 

0,0 

1.0 

2,5 

!LO 

10.0 

20,0 

2064 t. 188 

2031 ! 127 

1847!194 

171S!133 

1640 ! 16 

1603!.82 

5425 t. 253 

5235 t. 307 

4785t.392 

4728 !.335 

4629 L II0 

4220 ± 81 

263 

258 

259 

276 

282 

263 

Tabla 17. 

a Los homogeneizados de hígado de ratón (1.97 mg de proteína) se incuba­
ron a 37<'C. durante 10 min, en presencia de buffertris HCI (50 mM, pH 7.4) 
YMn54CI2 (0.02 ue, 16000 cpm). El cloruro de manganeso y el clorurofé· 
rrico se agregaron a las concentraciones indicadas. Los valores representan 
las medias ± O.s. de 44experimentos realizados por triplicado. 
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1.8.- Efcto de CaCI2 en la captación del MnS4 
• 

Un estudio más detallado del efecto del calcio, reveló que éste, en 
concentraciones de 0.1 a 2.0 mM, produce un incremento en la captación 
de Mn54 . La concentración óptima fue de 0.5 mM, la cual produce una 
activación de 133%. Cantidades de calcio, superiores a 2.0 mM, disminu­
yeron la captación (Fíg 13). 

Mn54CAPTACION DE (Ofo DEL CONTROL) 
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Efecto del CaCI2 en la captación de Mn54, por homogeneizados de hígado. 
Los homogeneizados (2.41 mg de proteína) se incubaron por 10 mino a3loC 
en 1.0 mi del siguiente medio: buffer tris-HCI (50 mM, pH 7.4), Mn54CI2 
(0.02 uC, 16000 cpm.) y diferentes concentraciones de CaCI2' 

7.9.) Aumento de la captación del Mns 
4 producida por FeCla. 

Como se obserw en la Fig 141a activación máxima (375%) se obtuvo al 
agregar 2.5 mM FeCla. Con 10 mM de FeCla se produjo una fuerte 
inhibición (6% de los wlores controles). 

l/Fig.13. 
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Efecto de FeCI3 en la captación de II/ln54, por homogenizados de hígado. 
Los homogeneizados (2.35 mg proteína) se incubaron por 10 min.·a 370 C 
en buffer 'Tris-HCI (50 mM, pH 7.4),con 0.02 uC de Mn54CI2 (16000 cpm) 
y las concentraciones de FeCI3 indicadas en la figura. 

DlSCUSION 

1.- Papel de las glándulas submaxilares en el metabolismo del Mns 
4 • 

Diez y nueve días después de la administración del Mns 
4, la 

radioactividad es relativamente mayor en las glándulas submaxilares que en 
el hígado, cuando la expresamos con relación al peso del tejido. Estos 
resultados pudieran interpretarse en base a 2 posibilidades: a) Las 
glándulas son órganos que retienen el metal; b) Las glándulas se comportan 
como órganos de excreción y de retención del elemento. Los resultados 
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mostrados en la tabla 12 apoyan la primera posibilidad; mientras que en el 
hígado se observa una caída progresiva en su contenido de Mns4, las 
glándulas submaxilares retienen concentraciones mas o menos invariables, 
por mayores períodos de tiempo. Por otro lado, la ,figura 3 parece indicar 
que las glándulas no son órganos excretores o que la excreción no es lo 
suficientemente elevada como para revelarse, cuando se mide la retención 
corporal del isótopo. Los resultados señalados en la tabla 13 sugieren que 
si las glándulas submaxilares fueran órganos de excreción del manganeso, 
ellas no aumentan su tasa de eliminación, cuando se bloquea la principal 
ruta excretora, puesto que tanto en las glándulas submaxilares de los 
animales controles como en la de las ratas con colédoco ligado, la 
retención de MnS4 fue similar. 

La presencia del manganeso en las mitocondrias, y su importancia en la 
fosforilación oxidativa, ha sido reportada previamente (91., 100). 'La 
ubicuidad observada en la distribución del metal, en los organelos 
intracelulares, puede explicarse en base al gran número de enzimas que 
requieren manganeso para su activación. 

En resumen, las glándulas submaxilares retienen el manganeso por 
períodos mayores que el hígado y no parecen ejercer ningún papel 
importante en su excreción. 

2.- L·Dopa e intoxicación crónica con manganeso. 

Los hallazgos señalados en la tabla 15 muestran un descenso en la 
concentración de Dopamina y de Acido Homovanílico, en el cerebro de las 
ratas que recibieron una elevada dosis de manganeso, durante siete meses. 
Neff y col (115) Y Mustafa y Chandra (111) encontraron también un 
descenso de Dopamina en monos Yconejos, respectivamente, pero no 
estudiaron las concentraciones del Acido Homovan(ljco. La reducción de 
este último, parece eliminar la posibilidad de que haya un incremento en el 
recambio de la Dopamina. Por otra parte, la enzima Decarboxilasa de 
L-Dopa no parece afectarse, puesto que la administración de L·Dopa es. 
seguida. en cada caso, con un incremento en el contenido cerebral de 
Dopamina, el cual es mas acentuado en las ratas sobrecargadas con 
manganeso; pareciera que en estos últimos animales existiera una menor 
concentración de L-Dopa disponible para la actividad de la Decarboxilasa. 
Además, tanto los animales controles como los sobrecargados con 
manganeso, al inyectarse con L·Dopa aumentan, a un mismo nivel,sus 
concentraciones de Dopamina y de Acido Homovanílico, lo que apoya el 
concepto de que el manganeso no está afectando a las enzimas Decarboxi­
lasa de L·Dopa, Monoaminoxidasal y Catecoloximetiltransferasa. Por lo 
tanto, si nuestros resultados son debidos a un bloqueo enzimático, éste 



debe encontrarse a nivel de la Hidroxilasa de la tirosina, la cual actúa 
como limitante de la tasa de síntesis de las catecoiáminas (112,166) 'De 
hecho, tal bloqueo enzimático producir(a un descenso en la síntesis de 
L-Dopa y de su disponibilidad para la decarboxilación. Se ha demostrado 
que aún en casos graves de emaciación, por hambre, las concentraciones de 
Tirosina no disminuyen mas allá de los niveles de saturación de la 
Hidroxilasa de la Tirosina (166). En consecuencia, el bajo contenido de 
Dopamina cerebral, encontrado en los animales sobrecargados con manga­

.	neso, probablemente no es debido a un descenso en la concentración de 
Tirosina. 

Se sabe que los iones ferrosos se requieren como cofactores para la 
actividad de la Hidroxilasa de la Tirosina, en el N'úcleo Caudado Bovino, y 
el Km para el hierro es de 4 x 10-4 M. Los iones manganeso, por el 
contrario, no son necesarios para la actividad de esa enzima, como lo 
sugieren los estudios in vitro (1 13). Trabajos previos han demostrado que, 
en ratas alimentadas con altas dosis de manganeso, se produce un descenso 
acentuado en la concentración del hierro hepático (51), hasta alcanzar 
valores de 17 ug/g de tejido. Estas concentraciones son inferiores al Km de 
la enzima del Núcleo Caudado. Si resultados similares se produjeran en el 
hierro cerebral, de los animales sobrecargados con manganeso, es posible 
que sus niveles desciendan por debajo del Km de la Hidroxilasa de la 
Tirosina, produciendo una disminución de su actividad, lo cual se 
traduciría en un descenso en la producción de Dopamina. 

En el presente trabajo, las anomalías bioquímicas e histopatológicas se 
hicieron aparentes antes de que se evidenciaran manifestaciones clínicas, 
atribuíbles al exceso de manganeso ingerido en la dieta. Si nos fuera lícito 
extrapolar estos resultados al hombre, pudieran conducir a la realización 
de estudios bioquímicos (por ejemplo, en suero) para detectar cualquier 
anomalía bioquímica antes de que aparezca la sintomatología típica del 
manganismo crónico. 

3.- L-Dopa e i!1corporación tisular de Mn54 
• 

Los resultados concuerdan con los reportados por Papavasiliou y col 
(124) en el hígado de ratas normales. Sin embargo, el incrementaen la 
captación de Mns4, después de la administración de L-Dopa, parece ser un 
fenómeno que ocurre en otros órganos, por ejemplo en cerebro. La baja 
radioactividad encontrada en el suero, después de la inyección de L-Dopa, 
muy probablemente indica un incremento en la captación del Mns 

4, por 
los tejidos. Las ratas sobrecargadas con manganeso también aumentan la 
incorporación hepática y cerebral de Mns 4, después de la inyección de 
L-Dopa. Papavasiliou y col (124) han sugerido que este efecto es mediado 
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por una activación de la enzima Adenilato Ciclasa. Si ese es el mecanismo 
de producción, la Adenilato Ciclasa parece afectarse en los animales 
sobrecargados con manganeso. A pesar de que el hígado de estos últimos, 
incrementa la captación de Mn54 

, después de la inyección de L-Dopa, este 
aumento es mucho menor que en animales normales no inyectados con la 
amina, lo que sugiriría una inhibición de la Adenilato Ciclasa debida al 
acúmulo del manganeso. Hemos demostrado, en estos estudios, que la 
sobrecarga de manganeso no afecta la captación de Mn54 por parte de 
las glándulas submaxilares. La L-Dopa parece incrementar la captación del 
isótopo, aunque no a un nivel de significación estad ística. 

En el cerebro, la tasa de incorporación de Mn54 
, después de la 

inyección de L-Dopa, fue similar en las ratas normales y en las 
sobrecargadas, lo que posiblemente se debe a una menor sobrecarga 
cerebral con el metal, a pesar de los 7 meses de exceso del manganeso 
dietario. Esta menor sobrecarga ha sido reportada en monos (10 2) en 
quienes la inyección intraperitoneal de Cloruro de Manganeso, durante 
10-20 meses, causó un incremento en la concentración del manganeso 
hepático, hasta niveles 40 veces mayores que los normales, en tanto que en 
el cerebro los aumentos fueron 5 a 7 veces mayores que en los controles. 
Esos hallazgos, y nuestros resultados, corroboran la presunción de que la 
penetración del manganeso al cerebro está sometida a las restricciones 
impuestas por la barrera hematoencefálica. Además, la Adenilato Ciclasa 
cerebral tiene una actividad, 22 veces mayor que la del hígado y su 
concentración en unidades por 100 g de peso húmedo es 8 veces mayor 
que la de ese órgano (159). En virtud de estas observaciones, es posible que 
a pesar de que aumente el contenido cerebral del manganeso, la 
concentración alcanzada pudiera no ser suficiente para inhibir toda la 
enzima presente. En todo caso, la comprobación definitiva vendría dada 
por el análisis de esta enzima, en animales sobrecargados con manganeso. 

El incremento en la captación tisular de Mn54 
, producido por la 

L-Dopa, pudiera explicarse también. en base a la formación de quelatos 
entre L-Dopa y el metal. Se ha demostrado que varios aminoácidos se unen 
al manganeso, y estudios previos sugieren la posibilidad de la formación de 
tal tipo de unión entre el manganeso y la L-Dopa(38). El menor 
incremento en la captación de Mns 

4, producida por L-Dopa en los 
animales sobrecargados, se explicaría en base a que en ellos hay un 
aumento en las disponibilidades de Mns 

5 para formar quelatos con 
L-Dopa, lo que dejaría libre una menor canttdad de esta última para unirse 
con el Mn54 

• En nuestro laboratorio hemos reunido evidencias de esta 
posibilidad, mediante estudios in vitro (Bonilla E y Martínez H, resultados 
inéditos). 



Parece ser que la mayor parte de la L-Dopa, administrada en forma 
aguda, se transforma en Dopamina en los tejidos extracerebrales, va nivel 
del endotelio de los capilares cerebrales (s o). Puesto que la Dopamina no 
cruza la barrera hematoencefálica (14), el incremento en la captación de 
Mn54 

, producido por L-Dopa,pudiera ocurrir a nivel del endotelio capilar. 
La respuesta a este problema puede hallarse en estudios autoradiográficos, 
de la distribución del trazador, después de la inyección de L-Dopa. 

4.- Captación de Mns 
4 por homogeneizados de hígado. 

Nuestros resultados indican, que son varios los factores qu~ pued~n 
influenciar la captación del Mn5 

4 , in vitro. 

Cuando la temperatura se eleva de lOa 45°C la incorporación del 
isótopo incrementa 7.5 veces. Más allá de los 50°C se produce una caída 
rápida de la captación, coincidiendo con la desnaturalización térmica de las 
proteínas. Esta conducta es compatible con un proceso activo, a causa de 
su dependencia de la temperatura, lo que la diferencia de la captación 
pasiva. Una dependencia similar ha sido demostrada para la acumulación 
del metal en mitocondrias (9 o). En contraste, la incorporación del 
manganeso a la mucosa intestinal de rata, parece ser un proce~o de difusión 
simple, independiente de la temperatura (62), Una difusión pasiva es 
responsable de la captación del Mns 4 por eritrocitos humanos (1 71). 

A pH fisiológico y a concentraciones de Mn2+ en exceso de 5xl 0'"4 M, 
las soluciones oxigenadas de manganeso producen un precipitado, proba­
blemente un hidróxido (171). La centrifugación de soluciones de sales de 
manganeso a altas velocidades (11xl04 g), pH 7.2, también sedimenta al 
metal. Nuestras condiciones experimentales descartan estas 2 posibilidades 
de precipitación del manganeso ya que, el isótopo usado era libre de 
transportador y, por otro lado, se disolvía en el buffer tris inmediatamente 
antes de la incubación. Además, como ya hemos señalado oportunamente, 
la incubación del Mns 

4 en buffer, en ausencia del homogeneizado no se 
acompaña de radioactividad en el fondo del tubo, después de la 
centrifugación final. 

Los protones parecen actuar como inhibid ores de la captación del 
manganeso, la cual disminuyó grandemente con títulos bajos de pH. Los 
fosfolípidos zwiteriónicos (Fosfatidilcolina, Fosfatidiletanolamina y 
Esfingomielina), los cuales representan la mayor parte de los Iípidos 
polares de las membranas celulares, tienen una carga neta negativa a 
altos pH, lo que los hace capaces de unirse a los iones manganeso. 
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La captación de Mn54 es sensible al agregado de diferentes cationes al 
medio de incubación. El manganeso y el calcio son acumulados por las 
mitocondrias, en un proceso dependiente de energía (45). Por otro lado, 
las mediciones con azul de bromotimol y con resonancia electrónica 
paramagnética han demostrado que pequeñas cantidades de Ca 2+ facilitan 
la captación de Mn2+ (41). En nuestros estudios, también observamos una 
interacción cooperativa entre el manganeso y el calcio. Sin embargo, 
concentraciones de calcio mayores de 2 mM ocasionaron una inhibición 
marcada de la captación del Mns 

4 • No nos es posible postular ninguna 
explicación de este efecto, en virtud del gran número de diferentes sitios 
de unión que pudieran estar presentes en el homogeneizado de hígado. Los 
estudios de Reynafarje y Lehninger (137) han demostrado que el número 
de sitios mitocondriales capaces de unir el Ca2+ yel Mn2+ , es más o menos 
el mismo, y consideran que es muy probable que ambos iones se unan a los 
mismos sitios. Así que, por lo menos en las mitocondrias, las altas 
concentraciones de calcio inhiben competitivamente la captación de Mns 

4 • 

Como lo hemos señalado previamente, numerosos estudios in vitro han 
demostrado que el manganeso y el magnesio son intercambiables (91, 
1 10). En los eritrocitos humanos, el magnesio no compite con el 
manganeso, a bajas concentraciones, pero a concentraciones entre 8 y 60 
mM, el Mg2+ reduce la incorporación del Mn2+ (171). En contraste, la 
captación de Mns 

4, por los homogeneizados de hígados, se incrementa en 
presencia de Mg2+ , en concentraciones entre 1 y 10 mM. 

Los estudios del manganismo crónico humano han demostrado que si 
un individuo es anémico, y se expone a polvos de manganeso, la 
concentración tisular de este último aumenta notablemente. De hecho, los 
ex-mineros enfermos de manganismo, presentan una absorción intestinal 
de hierro, mayor que los sanos, posiblemente debido a que padecen de una 
deficiencia de hierro (10 5); Nuestros experimentos, in vitro, evidencian 
que bajas concentraciones de Fe 3+ ( < 5 mM), agregado a los 
homogeneizados, aumentan la captación del Mn s 

4, mientras que altas 
concentraciones de Fe3+ , la disminuyen. Todos estos factores yel hallazgo 
de una co-excreción de hierro en los mineros (lOS) nos permiten 
recomendar la administración profiláctica de sales ferrosas, en cantidades 
apropiadas, a los individuos expuestos a polvos de manganeso, con el 
objeto de disminuir la absorción del metal ysu captación tisular, así como 
evitar el desarrollo de anemias por deficiencia de hierro. 

El zinc, en virtud de su mayor capacidad de unión, inhibe la captación 
de Mns 

4, pero no lo desplaza de sus sitios de fijación, puesto que el 
agregado de' Zn2+ , después de la incubación del homogeneizado con Mn5 4 , 

no afectó la unión del isótopo radioactiva. A diferencia de esta 
disminución en la captación de Mns 4 producida por el Zn2+ , Brierley (21 ) 



ha demostrado que el Zn2+ incrementa la acumulación del Mg2+, en 
mitocondrias aisladas. 

Los iones de bario favorecieron la captación del Mn2+ a todas las 
concentraciones examinadas, en tanto que ninguno de los catibnes 
monovalentes (Na+, K+, Li+, Cu+, Cs+ y NH4+) afectaron dicha captación. 
Esta falta de competencia sugiere la existencia de diferentes sitios de unión 

Mn54para el y los iones monovalentes, o que el manganeso tiene una 
mayor afinidad por esos sitios que los otros iones. 

En resumen, los estudios in vitro apoyan las siguientes conclusiones: al 
Los homogeneizados de hígado de ratón son capaces de fijar manganeso; 
b) La captación de este metal es un proceso dependiente de temperatura, e 
inhibido por protones; c) La captación de Mn54 puede ser influenciada por 
varios cationes y algunos de ellos ejercen diferentes tipos de influencia; d) 
La unión del manganeso no es afectada por los cationes monovalentes. 
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In vivo e in vitro studies of manganese metabolism. Experimental chronic 
manganese poisoning and catecholamines. 

Bonilla E (Instituto de Investigación Clínica, Apartado 1151, Maracaibo, 
Venezuela). Invest Clin 15: (2) 2-79, 1974.- 1. Rat submaxillary glands 
incorporated M n5 

4 ¡njected intraperitoneally and their radioactivity in 
liver decreased to insignificant levels under similar conditions. The glands 
did not seemed to excrete manganese in significant amount since, after 
blockage of the main excretory route, there was no difference between the 
Mns 

4 content in control rats and the ratswith bile duct ligated. In rats 
Mn54overloaded with stable manganese, the incorporadon by sub­

maxillary glands did not differ from the normal animals. Our results seem 
to indicate that the metal reaches the gland and is bound to membranous 
estructures, specially the mitochondrial and the microsomal fractions 
forming metal-protein or metal-phospholipid complexes. 
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2. Rats chronically treated with high oral load of MnCI2 s"owed 
deereased brain eoneentration of Dopamine and Homovanillie Aeid. A 
return to normal values was observed after L-Dopa injeetions. This suggest 
a disturbanee in eateeholamine metabolism in ehronie manganese 
poisoning possibly at the level of L-Tyrosine Hydroxylase. 

3. 54 Mn ineorporation by tissues was studied in 23 rats fed with exeess 
manganese diet and 31 fed a normal diet. The effeet of intraperitoneally 
administered L-Dopa (lOO mg/kg) on randomly seleeted rats in eaeh group 
was determined. Manganese uptake in liver was higher in norrnally fed rats 
that reeeived L-Dopa; however, the manganese-loaded rats showed a lower 
level of 54 Mn ineorporation than tllose on a normal diet. No,differenee in 
54 Mn ineorporation was found in submaxillary glands from any of the 
groups studied. In brain tissue, two hours after injeetion of L-Dopa the 
54 Mn radioaetivity was the same in normal and manganese-Ioaded animals 
and signifieantly higher than in rats not given the amine. The reverse effeet 
was found in serum from L-Dopa treated rats whieh showed lower 
radioaetivity than the eontrols, suggesting an inereased passage 01 the 
traeer to the tissues. The different response of tissues from manganese-Ioaded 
rats eould mean that the enzime Adenyl eyelase may be affeeted by the 
exeess of manganese or that L-Dopa ehelated manganese. Our in vitro 
studies support the last possibi lity. 

4. Liver homogenates have been fround to bind Mns 
4 in an active, 

temperature-dependent, and proton inhibited proeess. This uptake is 
activated by several eations whose effeetiveness deereased in the order 
Fe3+ > Ba2+ > Mg2+ > Sn2+ ;;;a. Ca2+ .On the eontrarY,Zn2+ was highly 
inhibitory. Higher eoneentrations of Ca2+ and Fe3+ 00 x 10-3 Mand 100 
x 10-3 M) also deereased the manganesa binding. None of the monovalent 
eations assayed (Na+, K+, Li+, Cu+, Ca+ and N H 4+ ) affeeted the Mn s 

4 

uptake meaning that the anionie sites of binding are different for 
manganese and those monovalent eations or that the latter have a lower 
binding affinity than Mn2+ for the same sites. 
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