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Resumen. El tratamiento crénico con cloruro de manganeso (Smg
Mn/kg/dia), durante 9 semanas., no afecté la unién del radioligando
[*H] -quinuclidinil benzilato a los receptores colinérgicos muscarinicos en el
cerebro de ratén. Mediante técnicas autorradiograficas se determiné la
localizacién anatomica precisa de los receptores y se procedié a la
cuantificacion de los mismos en los cortes coronales del bulbo olfatorio y del
cerebro medio. A la luz de los resultados obtenidos podemos concluir que,
en nuestras condiciones experimentales, no se producen alteraciones en la
densidad de los receptores colinérgicos muscarinicos en el cerebro deratones
intoxicados con manganeso.
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INTRODUCCION

. " informacién sobre los mecanismos
La exposicidon crénica a can- bre

tidades excesivas de manganeso
causa trastornos neurolégicos
severos ¢ irreversibles en algunos in-
dividuos expuestos (27). Este
fenémeno ha generado un considera-
ble interés porque puede aportar

subyacentes en enfermedades tanto
neurolégicas como neuro-
psiquiatricas (12}, ya que en el hom-
bre induce ambos efectos: sindrome
extrapiramidal y alteracion del com-
portamiento de tipo esquizofrénico
(27).
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Varios autores consideran que
la administracién cronica de manga-
neso produce sintomas similares a la
enfermedad de Parkinson, y por tan-
to es un buen modelo para su estudio
(2, 12, 14, 18,23, 24, 29). Sin embar-
go, Barbeau (1) sostiene que el man-
ganismo es, en realidad, una mezcla
de bradicinesia exirapiramidal y sin-
drome disténico. Por otra parte, Do-
naldson {13} considera que la intoxi-
cacién aguda es clinicamente distin-
ta a los electos crénicos del metal,
siendo los sintomas exirapiramida-
les de la intoxicacién crénica simila-
res a la enfermedad de Parkinson.

Las investigaciones clinicas y
los estudios experimentales sugieren
que existe una disfunciéon en el Sis-
tema Nervioso Central, debida a alte-
raciones en los sistemas neurotrans-
misores (29}, y un dano neuronal
selectivo (31). Pero hasta ahora no ha
sido posible localizar la lesién quimi-
ca inicial, responsable de las altera-
ciones patolégicas en el manganismo
cronico {30).

Una reduccién significativa del
contenido de dopamina en el estriado
es la alteraciéon bioquimica mas fre-
cuente {2, 3, 13-15, 24, 29). También
se han observado cambios en el me-
tabolismo de otros neurotransmiso-
res, tales como norepinefrina, seroto-
ninay GABA (4, 5, 13, 29, 31). Desde
el punto de vista morfologico, algu-
nos autores han reportado una re-
duccion de la neuromelanina (2, 11,
13) y degeneracién de las neuronas
dopaminérgicas en la sustancia ni-
gra {4, 11, 13, 15}, sugiriendo que
este mecanismo podria ser el cau-
sante de la deplecién de dopamina en
la via nigroestriatal {1, 13). Muchos
autores han sefalado destruccion

celular en los principales componen-
tes del estriado, tales como el globo
palido, nicleo caudado y pulamen
(1,2, 4,12, 13, 18}.

El estriado contiene los niveles
endégenos mas elevados de acetilco-
lina y dopamina (12) y la interaccién
entre los sistemas dopaminérgico y
colinérgico es esencial para el corTec-
to funcionamiento del sistema extra-
piramidal (5, 23, 26). Exisien eviden-
cias de que los axones dopaminérgi-
cos nigroesiriatales establecen si-
napsis inhibidoras, a través derecep-
tores D2 (9, 10, 22), con las interneu-
ronas colinérgicas estriatales; ésto
podria constituir el sustrato anato-
mico de la modulacién dopaminérgi-
ca de la actividad motora extrapira-
midal a nivel estriatal (10, 19, 25).

El estudio de los receplores
muscarinicos podria ser 1util para
detectar anomalias en las neuronas
colinérgicas y en las estructuras ner-
viosas colinoceptivas. La afinidad y
el niimero de estos receptores se mo-
difica en funcion de la disponibilidad
de acetilcolina en la sinapsis y los
cambios en la concentracion de ésta
pueden ser debidos a alteraciones en
su siniesis o recaptura, o bien por
destruccion de las neuronas que la
liberan (29).

Varios investigadores han re-
portado el efecto del tratamiento cré-
nico con manganeso en los recepto:
res colinérgicos musca-rinicos, utili-
zando un potente antagonista mar-
cado radiactivamente. Los resulta-
dos de las investigaciones difieren;
algunos autores senalan disminu-
cién en la union del radioligando a
los receptores (29), aumento (12) o
ningin cambio (2,23). En todos estos
estudios se utilizaron homogeneiza-
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dos de cerebro (36) para determinar
la afinidad del ligando por los recep-
tores (Kd) y el namero maximo de
éstos (Bmax). La controversia en los
resultados podria ser debida a que
estas técnicas no son suficientemen-
te sensibles para detectar pequefos
cambios focalizados en determina-
das estructuras cerebrales.

Por lo tanto, en el presente ira-
bajo, se usaron técnicas auto-rradio-
graficas para determinar la localiza-
cién topografica precisa de los recep-
tores colinérgicos muscarinicos y su
densidad en distintas regiones de ce-
rebros de ratones intoxicados con

manganeso.

MATERIAL Y METODOS

El radiol%gando utilizado, el L-
[Benzilic-4,4"-"H}- quinuclidinil ben-
zilato [[3HI~QNB1 con una actividad
especifica de 44.9 Ci/mmol, fue su-
ministrado por New England Nu-
clear-Du Pont, Boston, MA. Este li-
gando tiene una alta especificidad y
persistencia en la accién, caracteris-
ticas 6ptimas para el marcaje de re-
ceptores, aunque no diferencie sub-
tépos {36). Los estandares de tritio
("H-Microscales) y la pelicula CH-
Hyperfilm} fueron suministrados por
Amersham Corp., Arlington Heights,
IL. El sulfato de atropina, usado co-
mo desplazador, fue proporcionado
por Sigma Chemical Co., St Louis,
MO, y como tampén de incubacién se
utilizé6 el PBS (fosfato sédico potisi-
co, 0,05M, pH= 7.,4).

Se utilizaron ratones albinos
machos, con un peso de 35 a 40g,
alimentados ad libitum con Ratarina
y agua destilada, y mantenidos a
24°C con un fotoperiodo de 12 horas.

Los animales se dividieron en dos
grupos: uno tratado, al cual se le
inyect6 una solucién de MnClz.4Hz20
{5 mg Mn/kg/dia), y un grupo con-
trol inoculado con solucién salina
{0,99% NaCl). Ambos grupos fueron
inyectados diariamente, durante 9
semanas (5 dias por semana), con 0,1
ml de la solucién correspondiente
por via intraperitoneal.

Al finalizar el tratamiento, los
animales fueron sacrificados me-
diante perfusién cardiaca con 0.1%
de formaldehido en PBS a 4°C. Los
cerebros fueron extraidos rapida-
mente y congelados en O.C.T. Com-
pound {Lab-Tek Products, Napervi-
lle, IL) con acetona y hielo seco; se
guardaron a -80 °C hasta el momen-
to de su utilizacion,

Se obtuvieron secciones corona-
les seriadas, de 15 um de grosor, a
-18°C (Microtomo Kryomat 1320,
Leitz), correspondientes al bulbo ol-
fatorio y cerebro medio. Los cortes se
montaron sobre portaobjetos trata-
dos con gelatina y CrK(SO4)2.

Los parametros dptimos de in-
cubacion (33,34) y la metodologia (7,
20, 34) se tomaron de la literatura
existente, teniéndose en consi-dera-
ci6én los valores de la Kd obtenidos en
estudios previos realizados en nues-
tro laboratorio. Las secciones, co-
rrespondientes a 10 cerebros de ani-
males intoxicados y 6 controles, se
preincubaron en PBS para eliminar
el neurotransmisor endégeno unido
a los receptores. Estos se marcaron
mediante incubacién en [SH]—QNB
1nM (valor aproximado de la Kd),
durante dos horas a temperatura
ambiente; en estas condiciones el
[PH]-QNB se une al 80% de los recep-
tores muscarinicos existentes. Para-
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lelamente, la unién no especifica se
definid en presencia de atropina
(1uM]}, ya que a esta concentracién
desplaza completamente al [*HI-
ONB. Ambos grupos de laminas se
sometieron a dos aclarados de 5 mi-
nutos en tampén frio para retirar el
exceso de ligando; se secaron con

aire seco y frio (pasado por acetona, -

hielo seco y Drierite} y se guardaron
a 4°C durante una noche.

Las secciones marcadas y los
estindares radiactivos se coexpusie-
ronen un casete de rayos X junto con
la pelicula sensible al tritio. El tiempo
de exposicion fue de 7 dias, 4°C, tras
los cuales se revelaron las peliculas
{D-19 Developer, Eastinan Kodak], se
fijaron y se secaron,

La densidad optica de las ima-
genes autorradiograficas fue analiza-
da y cuantificada con un microden-
sitémetro computarizado (MCID ima-
ging processing system, Imaging Re-
search, St. Catharine’s, Ont., Cana-
da). Las correlaciones anatémicas de
las distintas areas se determinaron
utilizando el atlas de Paxinos y Wat-
son {laminas 1-5y 13-17) (28).

Para cada animal, se tomaron

un minimo de 20 lecturas por area

analizada y se calcularon los valores
‘medios. La cantidad de radiactividad
se determiné mediante un analisis de
regresion polinomial generado por el
computador, que compara las densi-
dades de la pelicula, producidas por
el tejido, con los valores de los estan-
dares radiactivos. Todos los datos
presentados en este trabajo se obtu-
vieron a partir de los autorradiogra-
mas, y se utilizé la prueba t de Stu-
dent con el fin de comparar los valo-
res obtenidos en los dos grupos de
animales.

RESULTADOS

E1[°H]-QNB es un potente anta-
gonista muscarinico central (36} ya
que, en general, los valores de unién
especifica obtenidos fueron elevados.
Hay que destacar que la unién no
especifica o residual fue muy baja
(7-15 finol/mg de tejido} y practica-
mente indistinguible del fondo, de
forma que la unién total y la especi-
fica se corresponden en las image-
nes.

En la Tabla I se presentan los
resultados correspondientes a la
densidad de los receptores en las
distintas areas estudiadas. Casi to-
dos los valores obtenidos lucen lige-
ramente superiores en los animales
intoxicados, pero el tratamiento esta-
distico indica que las diferencias no
son significativas.

La localizacion autorra-diografi-
ca de los sitios de union al [3H]-QNB
se muestra en las Figuras 1y 2. En
la inspeccién visual no se detectan
diferencias de concentracion de rece-
tores en las regiones analizadas para
ambos grupos de animales.

La mayor densidad de recepto-
res en el cerebro medio se observé en
el ventriculo lateral (LV) y el cauda-
do-putamen {CPu)}, corroborando la
abundante inervacién colinérgica
que existe en estas areas (8, 32). Se
identificaron concentraciones algo
menores en el tubérculo olfatorio e
islas de Calleja (IC/Tu), e interme-
dias en las distintas laminas de la
corteza frontoparietal (FrP I-1I1, IV,
V-VI). La comisura anterior, parte an-
terior (aca) y el ntcleo del limbo ver-
tical (VNu) se caracterizaron por te-
ner densidades relativamente bajas
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TABLA 1

EFECTO DE LA INTOXICACION CRONICA CON MANGANESO SOBRE LA
UNION DEL IBH]-QNB A LOS RECEPTORES COLINERGICOS
MUSCARINICOS EN EL CEREBRO DE RATON *

Area Controles Tratados
Bulbo QOlfatorio
Capa plexiforme externa 478,1 + 25,9 480,1 + 10,1
Capa granular interna 313,1 + .8,2 343,3+ 7.8
Capa glomerular 70,6 + 6,3 704+ 35
Bulbo olfatorio accesorio 120,7+ 7,6 123,6 + 6,8
Nucleo olfatorio anterior 456,3 + 22,5 4932+ 7.0
Comisura anterior, parte
intrabulbar 136,6 + 13,7 151,8+ 5,4
Capa ependimal y sub-
ependimal + ventriculo
olfatorio 205,3 + 23,8 231,1+ 7.6
Caudado-putamen 963,0 £ 36,5 987,1 + 42,6
Corteza frontoparietal
Laminas I-II 4965 + 39,1 569,5 + 40,1
Larpi a [V 455,5 + 19,8 530,8 + 20,7
Laminas V-VI 502,7 + 32,4 581,7 + 21,6
Comisura anterior, parte
anterior 2552+ 19 273,11+ 17,5
Ventriculo lateral 1001,8 + 48,2 1046,8 + 40,2
Nucleo del limbo vertical 378,3 + 23,2 374,7 + 15,4
Islas de Calleja + tubérculo
olfatorio 751,7 + 36,0 782.8 + 26,7

* Valores expresados en fmol/mg de tejido + E.E.

en comparacion con el resto de las
regiones.

En cuanto al bulbo olfatorio, las
mayores concentraciones de recepto-
res se encontraron en la capa plexi-
forme externa (EPl} y el niacleo olfa-
torio anterior {AN). Se observo un
numero intermedio de receptores en
la capa granular interna (IGr) y enla

capa ependimal y ventriculo olfatorio
(E/OV]. Las densidades mas bajas se
obtuvieron en la comisura anterior,
parte intrabulbar (aci) y en el bulbo
olfatorio accesorio (AOB). La capa
glomerular (Gl) contiene la menor
concentracion de receptores con res-
pecto al resto de areas examinadas.
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Fig. 1.- Imagenes autorradiograficas de cortes coronales del cerebro medio de
raton. La superior corresponde a un animal control y la inferior a uno
intoxicado {escala: fmol/mg de tejido).

Fig. 2.- Imagen autorradiografica de un corte coronal del bulbo olfatorio,
correspondiente a un animal intoxicado (escala: frnol/mg de tejido}.
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En la tabla se observa que exis-

ten diferencias de densidad entre las
partes anterior e intrabulbar de la
comisura anterior; esto indica que la
distribucién de receptores no es ho-
mogénea en toda la comisura y la
invervacién muscarinica es mayor en
la parte anterior que en el bulbo ol-
fatorio.

DISCUSION

Los resultados obtenidos indi-
can que el tratamiento crénico con
cloruro de manganeso no altera la
densidad de los receptores muscari-
nicos en el cerebro de ratéon, atn en
areas con una alta inervacién coli-
nérgica e involucradas con el sistema
motor extrapiramidal como es el cau-
dado-putamen. Tampoco se encon-
traron alteraciones en el bulbo olfa-
torio, el cual representa una puerta
de entrada al SNC durante la intoxi-
cacién con maganeso por inhalacién
(5) y de los compuestos que son ex-
cluidos por la barrera hematoencefa-
lica (17). Sin embargo, ha sido repor-
tada una disminucién significativa
en los niveles de aminoacidos libres
en el bulbo olfatorio de ratones into-
xicados con manganeso {6).

Nuestros datos concuerdan con
los estudios realizados por Bhargava
(2) y Leung (23} en el estriado de rata,
a distintas concentraciones de [°HJ-
QNB (0.5 nM y 2 nM). Sin embargo,
difieren de los resultados obtenidos
por Seth y col {29} que encontraron
una disminucién del nimero de re-
ceptores muscarinicos en las mem-
branas estriatales, utilizando una
concentracién de 1 nM. Donaldson
(12) obtuvo una disminucién de la
unién del [*H]- ONB (0,6 nM) en teji-

do cerebral, incubado con productos
de la oxidacién de la dopamina en

presencia de manganeso. A su vez,
reportd un incremento de la unién

~del ligando en el estriado de ratas

neonatas fratadas con manganeso,
asi como una disminucion de la pe-
roxidacion lipidica (12).

La disminucién in vitroy la esti-
mulacién in vivo de los receptores
muscarinicos, reportada por Donald-
son, se corresponderian con los ml-
tiples estados de oxidacién del metal
(5, 12, 35), ya que el manganeso
puede actuar como oxidante o antio-
xidante en funcién de su valencia, del
estado redox de la region donde se
encuentre y de su concentracién (5).
Se ha determinado que la edad del
animal, la via de intoxicacién, la du-
racion del tratamiento y la dosis in-
fluyen en el grado de intoxicacién y
ésto podria explicar las diferencias
encontradas por los distintos auto-
res.

En el estriado se pueden distin-
guir varias poblaciones de receptores
muscarinicos: 1. Receptores presi-
napticos de tipo no M1, localizados
en las interneuronas colinérgicas
(autorreceptores) (10) y 2. Receptores
postsinapticos que se encuentran en
estructuras nerviosas colinoceptivas
{8}, tales como, los axones dopaimni-
nérgicos procedentes de la sustancia
nigra (heterorre-ceptores) (9). El [3H]-
QNB se une a todas estas poblacio-
nes por igual, de forma que si existie-
ran variaciones en el nimero de re-
ceptores no se podria determinar qué
elemento nervioso ha sido afectado.

El manganeso no parece provo-
car una degeneracién de las inter-
neuronas colinérgicas, ya que no
produce una disminucion de los
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marcadores colinérgicos como la co-
lina acetiltransferasa, en el estriado

de ratas tratadas con cloruro de
manganeso, por via oral, durante 8
meses (26). Una reduccion de los ni-
veles sinApticos de acetilcolina pro-
duciria una regulacién hacia arriba
en el namero de receptores muscari-
nicos en las estructuras colinocepti-
vas (29). Al no encontrar este aumen-
to podriamos deducir que las neuro-
nas colinérgicas estriatales son resis-
tentes al efecto toxico del metal,

. Conrespecto a las neuronas do-
paminérgicas, el manganismo croni-
co puede producir degeneracion de
las mismas en la sustancia nigra;
ésto se traduciria en una disminu-
cion de los receptores muscarinicos
localizados en los axones que llegan
al estriado. No conocemos el niimero
de receptores muscarinicos localiza-
dos en las fibras dopaminérgicas, pe-
ro debe ser una proporcién pequena
con respecto al total de receptores
muscarinicos estriatales, ya que su
densidad no esta disminuida en el
estriado de ratones intoxicados con
manganeso, en los cuales ha sido
previamente reportada una disminu-
cién de las fibras dopaminérgicas (1,
13).

No se conoce exactamente el
mecanismo mediante el cual la inha-
lacién de manganeso produce neuro-
toxicidad, pero existen varias hipéte-
sis concernientes a ésto. Se cree que
el mecanismo fundamental es el efec-
to téxico de los productos de la oxi-
dacién de la dopamina (quinonas ci-
totéxicas) y el incremento en la pro-
duccién de radicales libres, debido a
la reduccién parcial del oxigeno (4,
12-16, 18, 21, 24), Otros mecanis-
mos propuestos son la producciéon de

catecolaminas téxicas, como la 6-hi-
droxi- dopamina, acompanada de
una disminucién de los tioles protec-
tores (13, 16, 18, 24) y la toxicidad
directa de las especies del mangane-
so de valencia alta {24]). Todo esto,
en conjunto, conduce a un aumento
de la peroxidacion lipidica (12, 13,
35) y a un daiio irreversible de las
membranas neuronales (12, 13). La
generacion de productos téxicos {qui-
nonas y radicales libres) se dara en
cualquier drea donde las concentra-
ciones de dopamina y la acumula-
cién de manganeso, preferentemente
en estados oxidativos altos (trivalen-
te), sean sufi-cientemente elevadas.

Se desconoce cual es el meca-
nisto de resistencia de las neuronas
colinérgicas a estas sustancias cito-
toxicas. Las concentraciones de
manganeso son variables en el estria-
do y no hay ningian estudio sobre el
estado redox de esta regién, pero
probablemente ambos factores influ-
yan en la explicacién de este meca-
nismo.

A la luz de los resultados pode-
mos concluir que la intoxicacién cré-
nica con manganeso, en nuestras
condiciones experimentales, no pro-
duce alteraciones en la densidad de
los receptores colinérgicos muscari-
nicos en el cerebro de raton.
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ABSTRACT

Chronic manganese poiso-
ning: Autoradiographic cuantita-
tion of muscarinic cholinergic re-
ceptors in mouse brain. Cano G.
{Inbiomed-Fundacite, Apartado 376,
Maracaibo 4001-A, Venezuela), Boni-
Hla E., Castro F., Alburges M., Wams-
ley J.K. Invest Clin 33(2): 69 - 79,
1992.

Chronic administration of man-
ganese chloride (5 mg Mn/kg body
weight/day) during nine weeks, did
not affect the [°H]- quinuclidinyl ben-
zilate binding to muscarinic choli-
nergic receptors in mouse brain. The
cuantitation and anatomical distri-
bution of the receptors were determi-
ned by autoradiographic methods on

coronal sections of midbrain and ol- .

factory bulb. It is concluded that, in
our experimental conditions, no alte-
ration in the density of the muscari-
nic cholinergic receptors is produced
in the brain of maganese intoxicated
mouse. '
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