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Resumen. Se realiz6 el presente estudio con el propésito de determinar
diferencias fenotipicas en la sensibilidad a la exposicion crénica al mangane-
so. Para ello se utilizaron ratones albinos y ratones negros CS7BL/6J, dividi-
dos en dos grupos. A un grupo de cada cepa se le administraron inyecciones
i.p. diarias de MnCl, durante 9 semanas. El grupo control de cada cepa fue
tratado en forma similar con solucién salina. La administracion prolongada de
Mn no produjo alteraciones en la actividad locomotora en ninguna de las ce-
pas examinadas. Se analizaron varias monoaminas y sus metabolitos mediante
Cromatografia Liquida de Alta Presion con deteccion electroquimica, en la
substancia negra (SN), el cuerpo estriado (CE) y el locus coeruleus (LC). El
tratamiento créonico con Mn no alter6 en forma significativa ninguna de las
aminas biogénicas analizadas en las dos cepas de ratones. Sin embargo, los re-
sultados revelaron diferencias importantes en los niveles endégenos de cate-
colaminas presentes en ambas cepas: las concentraciones de dopamina en SN
y en CE de los G537, fueron marcadamente inferiores a las encontradas en ra-
tones albinos. Se encontraron niveles de 4acido dihidroxi-fenilacético mayores
en el CE de los ratones C57; mientras que no se evidenciaron diferencias en el
acido homovanilico. Los contenidos de adrenalina y serotonina, fueron inferio-
res en el estriado de los ratones C57, pero no fueron diferentes en SN y el LC.
Por otro lado y, contrastando con los hallazgos obtenidos para los otros neu-
rotransmisores, se encontraron niveles de noradrenalina (NA) significativa-
mente mayores en el LC y en el estriado de los ratones negros C57 cuando se
compararon con los niveles de NA presentes en los ratones albinos. Se conclu-
ye que, a pesar de las diferencias observadas en el contenido endégeno de ca-
tecolaminas entre ambas cepas, los ratones C57 no son, aparentemente, mas
sensibles al efecto del manganeso que los ratones albinos.
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Abstract. The present study was conducted to further examine the ob-
served phenotypic differences in the sensitivity to chronic manganese expo-
sure. Albino mice (NMRI-IVIC strain) and C57BL/6 black mice were divided
into two groups. One group of mice was given daily i.p. injections of manga-
nese during 9 weeks. The control group of each strain was treated with saline.
After treatment, we examined their spontaneus motor activity. Manganese ad-
ministration did not alter the measured locomotor activity in any of the
strains. We also determined the concentrations of several monoamines and
their metabolites, in the substantia nigra (SN), corpus striatum (CS) and lo-
cus coeruleus (LC), by High Pressure Liquid Chromatography with electro-
chemical detection. In our study, the administration of Mn did not change
any of the brain amines analyzed. However, it was evident that there were
striking differences in the endogenous levels of monoamines between both
strains: dopamine concentrations in SN and CS of C57 mice were markedly
lower than those present in albino mice. Dihydroxy phenyl acetic acid levels
were higher in CS of C57 mice; whereas there was no difference in the
homovanillic acid content. The concentrations of adrenalin and serotonin
were lower in the CS of C57 mice, but did not differ in SN and LC. We found
higher levels of noradrenaline in the LC and CS of C57 mice. We conclude
that in spite of the observed differences in the amine concentrations of the
two strains, C57 black mice were not more susceptible to the effects of man-
ganese, than the albino mice strain studied.

Recibido: 04-11-2001. Aceptado: 27-10-2003.

INTRODUCCION

La intoxicacion crénica con mangane-
so (Mn) es una enfermedad ocupacional cu-
yas manifestaciones clinicas aparecen des-
pués de la inhalacion o ingestion continua
de Mn durante tiempo prolongado (1, 2).
Desde el punto de vista clinico, el manga-
nismo crénico puede ser considerado como
un modelo de bradicinesia extrapiramidal
acompanada de un sindrome disténico de
naturaleza estriatal. La aparicién de este 1l-
timo sindrome, al parecer esta relacionada
con la intensidad de la exposicion a los pol-

vos de Mn; mientras que la bradicinesia de-
pende mas de la duracion de la exposicion
al exceso de metal (3). El manganismo cro-
nico es una enfermedad invalidante que
produce incapacidades permanentes debido
a la combinacion de hipertonia, marcha en
“paso de gallo” ¢ inestabilidad postural, sig-
nos que le son caracteristicos (4). Desde el
punto de vista anatomopatoldgico la lesion
mads caracteristica es la destrucciéon neuro-
nal en el globo palido, nicleo caudado y pu-
tamen (5). En ratas intoxicadas con cloruro
de manganeso se ha observado degenera-
cion neuronal en la corteza cerebral y el ce-
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rebelo (6), asi como alteraciones neurona-
les en el hipocampo, neoestriado, cerebro
medio y puente (7). Desde el punto de vista
bioquimico, el hallazgo mas consistente en
animales experimentales, es un cambio bifa-
sico en las concentraciones de dopamina en
el cerebro, con un aumento inicial en la
fase aguda de la intoxicacion, seguido de un
descenso en dichas concentraciones en las
etapas tardias del proceso (8). El sistema
dopaminérgico nigroestriatal representa la
via dopaminérgica central principal. Se ori-
gina en la pars compacta de la substancia
negra (SN) y envia axones que proveen una
densa inervacion a los nicleos caudado y
putamen que conforman el cuerpo estriado
(CE). En la enfermedad de Parkinson, la via
nigroestriatal degenera debido a la pérdida
de neuronas dopaminérgicas de la SN, oca-
sionando una profunda disminuciéon de do-
pamina (DA) del estriado y la sintomatolo-
gia del desorden neurolégico. Asi mismo, la
ingestion o administracion de 1-metil-4-fe-
nil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) a hu-
manos causa cambios bioquimicos y clini-
cos idénticos a los observados en la enfer-
medad de Parkinson (9).

Los ratones y ratas albinos no sufren
trastornos extrapiramidales tipicos al ser
expuestos a concentraciones elevadas de
Mn, debido a que ellos no tienen pigmenta-
cion en la substancia negra (10). La neuro-
melanina de la substancia negra es similar
al compuesto formado por la autoxidacién
de la DA. Este hecho es importante porque
una de las hipotesis que se han formulado
para explicar la degeneracién de las neuro-
nas dopaminérgicas, durante la intoxica-
cién cronica con Mn, postula que la misma
se debe al incremento en la oxidacion enzi-
matica de las catecolaminas (11). Una de
las caracteristicas mas importantes del Mn
es, precisamente, su habilidad para acelerar
la oxidacién de las catecolaminas. Esta pro-
piedad resultaria en la facilidad para oxidar-
se de Mn2+ a Mn3*. El Mn3* oxidaria las ca-

tecolaminas mediante reacciones de trans-
ferencia de un electron, las cuales genera-
rian semiquinonas, ortoquinonas y los radi-
cales superoxido, peroxido de hidrégeno e
hidroxilo (8, 12). Esta catalisis generativa
seria la responsable de la lesion de las neu-
ronas catecolaminérgicas, debido al aumen-
to de la peroxidacion lipidica, a las altera-
ciones del ADN vy a la inhibicion irreversible
de las enzimas sulfidrilas. Sin embargo, en
el manganismo crénico también se afectan
otros tipos neuronales. Para explicar las al-
teraciones en otras neuronas, Graham (12),
especul6 sobre la existencia de una degene-
racion transinaptica.

La poca sensibilidad de los roedores al-
binos adultos a la intoxicacién con Mn, ya
que es necesario administrarles clevadas
dosis por largos periodos de tiempo, nos ha
motivado a la biisqueda de un animal expe-
rimental més sensible, que permita el estu-
dio de los mecanismos fisiopatoldgicos y
bioquimicos de la intoxicacion por el metal.
Después del descubrimiento de que el
MPTP y el MPPP (1-metil-4-fenilpropionoxi-
piperidina) son los componentes primarios
de las drogas ilicitas que han producido
Enfermedad de Parkinson en adictos, estos
dos compuestos fueron ensayados en ani-
males experimentales (13). Los primates
son sumamente sensibles al MPTP y en ellos
se producen cambios neuropatolégicos,
neuroquimicos y conductuales semejantes a
los observados en humanos con Enfermedad
de Parkinson (9, 14, 15). Por otro lado, se
ha demostrado que ¢l MPTP es neurotdxico
para las neuronas dopaminérgicas nigroes-
triatales del raton (9, 16, 17). A pesar de
que estos roedores son menos sensibles al
MPTP que los primates, la administracion
de esta droga produce marcados, pero tran-
sitorios déficits de conducta y alteraciones
bioquimicas y patolégicas en los ratones,
comparables a los humanos con Enferme-
dad de Parkinson. Estas alteraciones depen-
den no solamente del esquema de dosis ad-
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ministrado, sino también del tipo de cepa
de ratones utilizado en el experimento.

El uso de cepas endogamicas de rato-
nes ofrece grandes ventajas para los estu-
dios dirigidos a investigar el papel que jue-
gan los sistemas neurotransmisores sobre
diferentes tipos de conducta y los efectos
de diferentes drogas psicotrépicas. Una
cepa endogamica es un conjunto de anima-
les que es producido por al menos 20 gene-
raciones consecutivas de apareamientos de
hermano-hermana o p(m)adre-hijo(a) y que
pueden ser rastreados a un par ancestral
tnico en la 20* o subsiguientes generacio-
nes. Los animales de una cepa endogamica
son casi completamente homocigotos, lo
cual provee un genotipo consistente y bien
definido para el analisis (18).

Heikkila y col. (19), demostraron que
la cepa endogamica de ratones negros
C57BL/6J es mucho mas sensible al MPTP
que las cepas de ratones albinos CFW y
BALB/c. Esta sensibilidad se manifiesta por
una disminucién del contenido de dopami-
na neoestriatal, un gran descenso en la acti-
vidad de la tirosina hidroxilasa, una marca-
da pérdida de las neuronas de la zona com-
pacta de la substancia negra y déficits de
conducta acentuados (19).

El hecho de que el Mn y el MPTP afec-
ten preferencialmente a los primates, de
que los roedores sean menos sensibles a
ambos compuestos y de que tanto ¢l MPTP
como el manganeso acttien preferencial-
mente sobre neuronas catecolaminérgicas
centrales, nos conduce a pensar que posi-
blemente ambos compuestos compartan el
mismo mecanismo de accion. En vista de la
alta sensibilidad de los ratones negros C57
al MPTP podria esperarse que esta cepa sea
también muy sensible al efecto de la intoxi-
cacion cronica con Mn y por lo tanto consti-
tuya el animal ideal para estudiar los meca-
nismos fisiopatologicos mediante los cuales
se producen las alteraciones observadas en
el manganismo crénico.

El presente trabajo fue realizado para
continuar explorando posibles diferencias
entre especies, en cuanto a la sensibilidad a
la exposicion créonica al Mn. A tal fin, se de-
terminaron los efectos del metal sobre la
actividad motora espontanea y sobre los ni-
veles de varias monoaminas (dopamina, no-
radrenalina, adrenalina, serotonina) y sus
metabolitos (4cido homovanilico, acido
dihidroxi-fenil acético, 4cido hidroxi-indol
acético), en diferentes regiones cerebrales
de dos cepas endogamicas de ratones: la
cepa albina (NMRI-cepa IVIC) y la cepa de
ratones negros C57BL/6J.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Para este estudio se utilizaron ratones
machos de las cepas C57BL/6J (C57) y al-
binos (NMRI - cepa IVIC), obtenidos del
Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas, cuyos pesos promedios al inicio
del estudio fueron de 20 = 2,55 y 25 =+
2,62 ¢, respectivamente. Los ratones de
cada cepa se dividieron en un grupo control
y en un grupo tratado. A los grupos trata-
dos de ambas cepas se les administr6 por
via intraperitoneal una soluciéon de MnCl,
(5mg Mn/kg/dia) cinco dias por semana,
durante nueve semanas. Los grupos contro-
les de ambas cepas fueron tratados con so-
lucion salina (0,9% NaCl).

Durante el periodo de tratamiento los
ratones fueron alimentados ad libitum con
Ratarina® (Protinal-Maracaibo) y agua desti-
lada y mantenidos con un fotoperiodo normal
de 12 horas de luz y 12 de oscuridad en una
habitacién a 22°C.

Estudio de la actividad motora
espontanea

A la novena semana del periodo de tra-
tamiento se procedié a evaluar la actividad
motora de los ratones tratados con Mn. De la
actividad motora espontanea (AME) se exa-
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miné el total de actividad horizontal y el
tiempo total de actividad (20). Para este es-
tudio se utiliz6 un monitor Optico-digital de
actividad animal (Opto-Varimex Minor, Co-
lumbus Instruments). Cada cepa se estudid
en dias diferentes a la novena semana del pe-
riodo de intoxicacion. El protocolo seguido
fue el siguiente: de cada cepa se selecciona-
ron al azar diez ratones tratados y diez con-
troles. Los ratones seleccionados se examina-
ron individualmente introduciendo en el mo-
nitor un ratén control y luego un ratén trata-
do en forma alternativa, con el fin de minimi-
zar ¢l efecto del ritmo diurno sobre la activi-
dad motora (Procedimiento de Contrabalan-
ceo). Las mediciones de actividad motora se
realizaron en un periodo pre-prueba de 5
min, seguido de un periodo de prueba de 30
min para cada animal.

Sacrificio de los ratones

Dos dias después de finalizado el perio-
do de tratamiento se sacrificaron los ratones
por dislocacion cervical. El cerebro se extrajo
de la cavidad craneal y se disec6 sobre una
superficie enfriada con hielo granizado en las
siguientes regiones: cuerpo estriado (CE),
substancia negra (SN) y locus coeruleus (L.C),
siguiendo la téenica descrita por Glowinski e
Iversen (22). Las muestras posteriormente se
almacenaron a —70°C hasta ¢l momento en el
que se procedieron a efectuar los analisis de
monoaminas y manganeso.

Determinaciones de Manganeso

El contenido de Mn cerebral fue deter-
minado mediante espectrofotometria de ab-
sorciéon atémica sin llama, utilizando un
equipo Perkin-Elmer modelo 2380 AAS con
un horno de grafito HGA-2100, tal como
fue descrito anteriormente (21).

Determinaciones de las concentraciones
de monoaminas

El contenido endbégeno de las catecola-
minas cerebrales, se determiné utilizando

la técnica de cromatografia liquida de alta
presion (HPLC) acoplada a deteccion elec-
troquimica tal como fue descrito (23). Las
catecolaminas determinadas fueron las si-
guientes: dopamina (DA), acido dihidro-
xi-fenil-acético (DOPAC), acido homovanili-
co (HVA), noradrenalina (NA), adrenalina
(A), serotonina (5-HT) y el acido 5-hido-
xi-indolacético (5-HIAA).

Anilisis estadistico

Se realiz6 mediante el Andlisis de Va-
rianza de dos vias, comparando tratamiento
con Mn y cepa de ratén, como los dos facto-
res principales. En caso de significacion es-
tadistica, la prueba fue seguida del test de
Newman-Keuls, para determinar diferencias
entre los promedios. Se consideraron signi-
ficativos los valores de p < 0.05.

RESULTADOS

Durante el lapso del estudio, los anima-
les no mostraron cambios evidentes en su
peso. Después de nueve semanas de trata-
miento, las concentraciones de Mn aumenta-
ron significativamente en el cuerpo estriado
y en el bulbo olfatorio de los grupos tratados
de ambas cepas de ratones. Los promedios
+ errores estandares (n = 6) del contenido
de Mn (expresados en pg/g de peso seco)
en el cuerpo estriado fueron los siguientes:
albinos controles 2,38 = 0,61, albinos tra-
tados 3,93 = 0,95, negros controles 2,60 =
0,71, negros tratados 4,94 = 1,24. Las dife-
rencias entre controles y tratados fueron
significativas.

Para determinar si existian diferencias
en la conducta de ambas cepas de ratones
en respuesta al tratamiento con Mn, se mi-
dieron diferentes parametros de actividad
motora, los cuales se muestran en la Ta-
bla I. El andlisis estadistico (ANOVA de dos
vias) no mostré diferencias significativas en
ninguno de los parametros estudiados entre
los grupos de animales controles y tratados
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TABLA I
ACTIVIDAD MOTORA ESPONTANEA EN RATONES ALBINOS Y C57BL/6
TRATADOS CON MANGANESO *

Parametro de Albinos C57BL/6
Actividad Motora Controles Tratados-Mn Controles Tratados-Mn
Tiempo No 10012,6 + 930,08 10514,8 = 958,10 11402,0 = 1093,96 11796,9 + 778,95
Ambulatorio
Movimientos 1342,6 + 735,99  1011,2 + 451,63 1245,0 = 556,99 1820,0 = 261,53
Ambulatorios
Tiempo 2150,0 = 1032,97 1792,1 = 745,31  2850,1 £ 1071,92 3304,4 = 827,50
Ambulatorio

N° de Movimientos 2441 = 66,49

Tiempo de Reposo

Total

234,3 + 83,58
6302,4 + 1463,58 6106,9 + 1322,32 4745,1 + 1625,50 3929.8 + 1334,15
Actividad Horizontal 4313,7 + 1488,10 3768,3 + 863,12

326,8 = 115,09  436,4 * 40,38

4158,6 £ 905,15  4653,3 + 887,88

Tiempo de Actividad 11746,1 = 1451,77 11970,3 = 1334,55 13342,4 = 1610,41 14134,9 = 1321,9

Total

*Las cifras representan los promedios = desviacion estdandar del nimero de pulsos X 30 min. n = 9.

de cada cepa; ni se evidenciaron diferencias
cuando se comparé la conducta de las ce-
pas entre si.

En las Tablas II-IV se muestran las con-
centraciones de dopamina, noradrenalina,
adrenalina, serotonina y alguno de sus me-
tabolitos en la substancia negra, cuerpo es-
triado y locus coeruleus (LC).

Bajo las condiciones cromatograficas
descritas previamente, las catecolaminas
pudieron ser facilmente detectadas y sepa-
radas completamente en menos de 20 mi-
nutos. Como puede observarse en las Ta-
blas, el ANOVA de dos vias no revel6 dife-
rencias significativas en las concentracio-
nes de catecolaminas en ninguna de las re-
giones cerebrales estudiadas, cuando se
compararon, para cada cepa, el grupo trata-
do con manganeso con su respectivo grupo
control. Sin embargo, dicho analisis esta-
distico demostré diferencias importantes
en los niveles de catecolaminas, cuando la
cepa de ratones albinos se comparé con la
de ratones C57BL/6.

De esta forma, puede observarse que
las concentraciones de dopamina en la sub-
stancia negra y en el estriado de los ratones
C57 (tanto controles como tratados con
Mn), son marcadamente inferiores a las
concentraciones de DA en las mismas regio-
nes cerebrales de los ratones albinos. Los
niveles de DOPAC, principal metabolito de
la DA, son significativamente mayores en el
estriado de los ratones negros C57; mien-
tras que no se evidenciaron diferencias en
el acido homovanilico (HVA) en ninguna de
las regiones. Por otro lado, los indices de
recambio de dopamina, HVA/DA y DOPAC
+ HVA/DA, en ratones C57, se encontraron
aumentados en el cuerpo estriado y el
DOPAC + HVA/DA solamente en la SN.

En forma similar a la dopamina, los
contenidos de adrenalina y serotonina, fue-
ron inferiores en el estriado de los ratones
C57, pero no fueron diferentes en la sub-
stancia negra y el LC. El principal metaboli-
to de la SHT, el SHIAA, se encontré aumen-
tado en la SN y el LC; mientras que el indi-
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TABLA 11

CONCENTRACIONES DE CATECOLAMINAS EN SUBSTANCIA NEGRA DE RATONES ALBINOS
Y G57BL/6 TRATADOS CON MANGANESO (i)

Catecolamina Albinos C57BL/6

Controles Tratados-Mn Controles Tratados-Mn
Dopamina (DA) 58 +0,43 5,7+ 0,29 3,7 £ 0,39* 3,4 0,827
DOPAC 45 + 0,53 3,5+ 1,16 2,3 0,59 2,8 +0,74
Acido Homovanilico 6,1 £ 0,63 5,2 + 0,57 4,2 + 1,09 530,73
(HVA)
HVA/ DA 1,1 £ 0,07 0,9 = 0,08 1,1 0,23 1,9 + 0,54
DOPAC/DA 0,8 + 0,05 0,6 £ 0,16 1,0 = 0,23 0,9 = 0,23
HVA + DOPAC/DA 1,8 = 0,07 1,5+ 0,18 2,1 =0,14% 2,7 = 0,68%
Noradrenalina 16,8 = 2,20 18,5 = 1,36 14,3 = 0,47 12,3 £ 2,25
Adrenalina 1,0 = 0,12 0,9 = 0,09 0,9 = 0,17 0,8 + 0,18
Serotonina (5HT) 4,4 + 0,60 5,3 £0,82 5,0 £ 1,02 3,4 1,07
SHIAA 11,3 = 0,85 26,1 £ 8,3 40,9 + 4,88* 36,9 = 5,14*
SHIAA/SHT 2,7+ 0,30 55 +251 8,7 +1,51* 124 + 227*%

(i) Los resultados se expresan como nmoles por gramo de tejido hiimedo (Promedio * Error estdndar). n = 5-7.
* Significativamente diferente del grupo albino control (p < 0,05).

TABLA III

CONCENTRACIONES DE CATECOLAMINAS EN CUERPO ESTRIADO DE RATONES ALBINOS
Y C57BL/6 TRATADOS CON MANGANESO (i)

Catecolamina Albinos C57BL/6

Controles Tratados-Mn Controles Tratados-Mn
Dopamina (DA) 50,3 = 2,75 54,2 = 2,10 39,8 + 6,80* 38,3 + 3,37*
DOPAC 18,1 = 2,25 18,1 + 2,35 24,6 = 4,23* 24,4 + 3,55*
Acido Homovanilico 7,0 £ 0,41 7,9 £ 0,61 8,4 £1,53 7,9 £ 0,70
(HVA)
HVA/DA 0,14 = 0,16 0,16 = 0,014 0,21 = 0,015* 0,21 = 0,021*
DOPAC/DA 0,36 = 0,058 0,33 = 0,044 0,62 = 0,034* 0,65 = 0,102*
HVA + DOPAC/DA 0,51 = 0,072 0,47 = 0,053 0,83 = 0,048* 0,86 = 0,122*
Noradrenalina 0,79 = 0,131 0,91 = 0,075 1,55 £ 0,135% 1,66 = 0,079*%
Adrenalina 44 + 0,53 47 + 0,41 2,5 +0,38*% 2,4 + 0,40%
Serotonina (5HT) 49 + 0,51 5,5+ 047 3,1 = 0,38% 3,4 = 0,02%
SHIAA 3,5+0,17 3,8 0,15 3,2 +0,18 3,8 +0,21
SHIAA/SHT 0,74 = 0,116 0,7+ 0,44 1,2 + 0,167 1,0 + 0,043*

(i) Los resultados se expresan como nmoles por gramo de tejido himedo (Promedio = Error estandar). n = 5-6

* Significativamente diferente del grupo albino control (p<0,05).
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TABLA IV
CONCENTRACIONES DE CATECOLAMINAS EN LOCUS COERULEUS DE RATONES ALBINOS
Y C57BL/6 TRATADOS CON MANGANESO (i)

Catecolamina Albinos C57BL/6

Controles Tratados-Mn Controles Tratados-Mn
Dopamina (DA) 1,7+022 1,5+ 0,20 2.1 % 0,50 13+ 0,17
DOPAC 0,8 + 0,19 0,7 = 0,11 12+ 0,10 1,3+ 0,53
Acido Homovanilico 3,2+ 0,53 3,5+0,96 2,4 +0,19 2,1 0,75
(HVA)
HVA/DA 2,1 = 0,50 2,4 + 0,67 1,5 = 0,50 1,7 £ 0,62
DOPAC/DA 0,5 = 0,14 0,5+ 0,08 0,7 = 0,33 0,9 = 0,34
HVA + DOPAC/DA 2.7 + 0,62 2.8 + 0,68 2.1 + 0,81 2.7 + 0,68
Noradrenalina 4,7 + 0,09 52+ 0,77 12,7 + 1,09%% 9.8 = 1,07%*
Adrenalina 0,6 + 0,18 0,6 = 0,05 0,6 = 0,15 0,6 + 0,13
Serotonina (5HT) 4,1 = 0,72 3,4 + 0,64 3,2 £ 0,89 4,9 = 0,75
SHIAA 154 + 1,36 16,8 = 2,50 24,8 + 1,92% 20,5 + 2,13
SHIAA/SHT 41+1,13 6,01 + 1,04 8,9 + 1,55 4,5 + 1,20

(i) Los resultados se expresan como nmoles por gramo de tejido hiimedo (Promedio = Error estandar). n = 5-6
*Significativamente diferente del grupo albino control (p < 0,05). **(p<0,01).

ce de recambio de la serotonina
(SHIAA/SHT) se encontr6 aumentado en
SNy CE.

Por otro lado, el analisis estadistico re-
vel6 niveles de noradrenalina significativa-
mente mayores en el LC y en el estriado de
los ratones negros C57 cuando se compara-
ron con los niveles de NA presentes en los
ratones albinos.

DISCUSION

El presente trabajo fue realizado para
explorar posibles diferencias entre especies,
observadas en la sensibilidad a la exposicién
crénica al Mn (8, 12). A tal fin, se determi-
naron los efectos del metal sobre la AME y
sobre los niveles de varias monoaminas y
sus metabolitos, en diferentes regiones ce-
rebrales de dos cepas endogamicas de rato-
nes, la G57 y la de ratones albinos.

En nuestro estudio, la administracion
de Mn durante 9 semanas no produjo dife-
rencias significativas en la actividad hori-
zontal total, en el tiempo total de actividad
ni en ninguno de los otros parametros de
AME examinados, en las dos cepas de rato-
nes estudiadas. Estos resultados concuer-
dan con los reportados previamente por
Cano y col. (24) y Talavera y col. (20) en los
cuales el tratamiento con Mn produjo una
disminucion significativa de la AME a las
dos semanas, con una recuperacién parcial
después de la 4* semana, la cual se mantuvo
hasta la 8* semana de tratamiento. Se con-
sidera que la disminucién de la AME en las
etapas iniciales de la intoxicacion se deba a
hipoactividad o dano a los sistemas monoa-
minérgicos cercbrales y que durante las eta-
pas tardias, no se observaron diferencias de-
bido a que la AME estaba también muy re-
ducida en los animales controles ocasiona-
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da tal vez por trauma experimental, habito
0 envejecimiento.

La observaciéon de que no hubo dife-
rencias significativas en los parametros de
conducta entre ambas cepas contrasta con
los numerosos reportes de diferencias mar-
cadas en varios patrones de conducta de los
ratones C57 cuando se comparan con otras
cepas, principalmente DBA/2J y BALBc. En
efecto, se han demostrado diferencias signi-
ficativas en su actividad locomotora espon-
tanea (25), en su elevado consumo esponta-
neo y preferencia por el etanol (26, 27), en
su mayor susceptibilidad y sensibilidad a los
efectos de agonistas de la DA sobre la acti-
vidad locomotora y trepadora (para una re-
vision, ver ref. 18). Ademads, se ha demos-
trado una mayor susceptibilidad de estos
ratones C57 al estrés, indicada por su efec-
to sobre la AME y sobre el tiempo de inmo-
vilidad en la prueba de nado forzado de Por-
solt (28). La falta de diferencias observables
en la AME entre ratones albinos y C57 en el
presente estudio, hace que los efectos de la
exposicioén créonica al Mn sean comparables
en ambas especies; sin embargo, no se en-
contraron diferencias entre ambas cepas.

Para determinar si existen diferencias
en la respuesta neuroquimica a la adminis-
traciéon crénica del metal, se determinaron
las concentraciones de varias aminas y sus
metabolitos en tres regiones cerebrales. El
analisis estadistico de los resultados mues-
tra que bajo las condiciones estudiadas, la
administraciéon de Mn intraperitonealmente
durante 9 semanas, no produjo cambios en
las concentraciones de catecolaminas en
ninguna de las dos cepas de ratones. Efecti-
vamente, ni DA, NA, A 6 SHT o sus metabo-
litos estuvieron alterados al final del perio-
do de intoxicacion.

Este hallazgo contrasta con reportes
previos de éste y otros laboratorios. Se ha
encontrado que el contenido de DA cere-
bral varia dependiendo de la dosis y de la
duracién de la intoxicacion oral con el me-

tal. Bonilla y Diez-Ewald (29) reportaron
que después de administrar Mn por via oral
durante 7 meses, se produjo una disminu-
cion significativa en las concentraciones de
DA y HVA en hemisferios cerebrales de ra-
tas adultas. Deskin y col. (30) encontraron
niveles de DA disminuidos en el hipotalamo
de ratas en desarrollo, intoxicadas desde su
nacimiento, sin variaciones en DA y NA en
el estriado. Mientras que Chandra y Shukla
(31) demostraron que la administracion
oral de Mn durante un mes a ratas en desa-
rrollo, produjo una elevacion significativa
en los niveles de DA y NA en cerebro total.
Asi mismo, se han demostrado aumentos en
las concentraciones de DA en cerebro de ra-
tones adultos durante las etapas iniciales
de la exposicién a Mn (32) y en el conteni-
do de DA y NA en el cuerpo estriado de ra-
tones lactantes expuestos al metal a través
de la leche materna (31). Bonilla y col. (23)
utilizando diferentes concentraciones ora-
les de Mn en ratas, durante 8 meses, encon-
traron niveles de NA disminuidos en estria-
do y puente, DA inalterada, DOPAC dismi-
nuido en estriado ¢ hipotalamo, HVA dismi-
nuido en estriado y SHT disminuida en
cerebro medio.

De todos estos estudios se puede infe-
rir que la gran diversidad en los hallazgos
reportados se deba a varios factores, inclu-
yendo las diferentes especies de animales
utilizadas; su edad y estado de desarrollo; la
region cerebral estudiada; la via de adminis-
traciéon, duracién del periodo de intoxica-
cién, concentracién de manganeso y tipo de
compuesto administrado; y finalmente, va-
riaciones en los métodos de andlisis de los
contenidos de las monoaminas. Por otro
lado, diversos factores ambientales y endo-
genos afectan las tasas de sintesis, metabo-
lismo y recaptacion de las aminas biogéni-
cas centrales, pero los niveles basales o
“steacy state” de las mismas permanecen
relativamente constantes dentro de los ter-
minales nerviosos (33). Consecuentemente,
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el estudio de la actividad de la enzima L-ti-
rosina hidroxilasa (EC 1.14.16.2), el paso li-
mitante en la tasa de sintesis de catecola-
minas (34), puede ser utilizado como un
mejor indice de la actividad neuronal cate-
colaminérgica central (35). Efectivamente,
se ha encontrado en forma consistente, que
esta enzima se encuentra diferencialmente
alterada en las etapas iniciales y tardias de
la intoxicacion cronica con manganeso
(36). En efecto, en ratas tratadas cronica-
mente con MnCl se observé un incremento
significativo de la actividad de esta enzima
en el neostriado, cerebro medio e hipocam-
po al mes de iniciado el tratamiento. La ac-
tividad enzimdtica permanecié aumentada
en el neoestriado, cerebro medio e hipota-
lamo al tercer mes y se mantuvo elevada en
el neoestriado al sexto mes. Después del oc-
tavo mes se observd un descenso significati-
vo en la actividad enzimatica en ¢l neoes-
triado, sin cambios en las otras regiones es-
tudiadas (36); por estas razones ¢l estudio
de la actividad de la L-tirosina hidroxilasa
debiera implementarse bajo las presentes
condiciones experimentales, ante la falta
evidente de cambios en ¢l contenido de las
monoaminas.

A pesar de que no observamos diferen-
cias en las monoaminas, debidas a la admi-
nistracién de Mn, el ANOVA de dos vias uti-
lizado para el analisis estadistico de las con-
centraciones de las mismas, revel6 que exis-
ten diferencias importantes entre los rato-
nes C57 y los ratones albinos. Asi, observa-
mos que los contenidos de DA en la SN y el
CE de los ratones C57 son significativamen-
te inferiores a los encontrados en los rato-
nes albinos; mientras que los niveles de
DOPAC son superiores en ¢l CE y la tasa de
recambio se encuentra aumentada en ¢l CE
y la SN de los ratones C57.

Casi el 80% de toda la DA del cerebro
se encuentra en ¢l CE (37), de alli que las
bajas concentraciones de DA en los ratones
C57 pudieran representar un estado de hi-

poactividad dopaminérgica. Nuestros ha-
llazgos confirman los reportados por otros
investigadores (18, 27, 38), que han demos-
trado diferencias en los niveles endégenos
de DA; asi como diferencias en la cantidad y
calidad de la respuesta de receptores dopa-
minérgicos, en la densidad de estos recep-
tores en diferentes dreas cerebrales y en la
tasa de recambio de DA en dichas dreas, es-
pecialmente, cuando se comparan los rato-
nes C57 con las cepas DAB/2J y BALBe. Sin
embargo, nuestros resultados difieren de
los presentados por George y col. (27) en
los cuales reportan bajos niveles de DA en
el tubérculo olfatorio e hipotialamo (estruc-
turas pertenecientes al sistema dopaminér-
gico mesolimbico), pero no en el estriado.
Asi mismo, estos investigadores encontra-
ron una disminucién significativa en la tasa
de recambio de DA en las areas cerebrales
mencionadas. Estas diferencias pueden de-
berse a las distintas cepas utilizadas en la
comparacion. A esta hipoactividad dopami-
nérgica enddgena, se le han atribuido las
variaciones de conducta mostrada por los
ratones C57 cuando se comparan con otras
cepas y que fueron discutidas anteriormen-
te. En nuestro caso, las bajas concentracio-
nes de DA no se tradujeron en cambios de
la actividad motora espontdnea.

De la misma manera que la DA, los ra-
tones C57 también mostraron menores ni-
veles de serotonina y adrenalina en el es-
triado, pero éstos no fueron diferentes en la
SN y en el LC. Por el contrario, Messinha y
col. (25) reportaron niveles de SHT y de
SHIAA mas elevados en el cerebro de rato-
nes C57, comparados con varias cepas, in-
cluyendo una cepa de ratones albinos. Esta
diferencia es dificil de explicar, pero su es-
clarecimiento es importante dadas las im-
plicaciones que ambas substancias tienen
para la expresion de diferentes tipos de con-
ducta. Hasta ahora, no se habian reportado
diferencias en ¢l contenido cerebral de
adrenalina.
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Se ha propuesto que cambios funciona-
les en el sistema noradrenérgico central es-
tan involucrados en desérdenes psiquiatricos,
incluyendo depresion y ansiedad (39, 40). El
locus coeruleus representa el mayor grupo
neuronal noradrenérgico cerebral y ha sido,
junto a sus areas de inervacion, objeto de nu-
merosos estudios sobre las bases neurofarma-
coldgicas de la ansiedad y la depresion (41).
De alli, la importancia de nuestro hallazgo de
un mayor contenido de noradrenalina en el
LC y el CE de ratones C57. Diferencias simi-
lares han sido reportadas anteriormente (28),
incluyendo un aumento de los sitios de recap-
tacion de NA.

En conclusion, a pesar de las diferen-
cias observadas en el contenido enddgeno
de catecolaminas entre ambas cepas, los
ratones G357 no son, aparentemente, mas
sensibles al efecto del Mn que los ratones
albinos.
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