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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION.

El envejecimiento bioldgico se puede definir como el
conjunto de cambios y alteraciones que se producen con la
edad como consecuencia de procesos intrinsecos que dan lugar
a la pérdida generalizada de las funciones Optimas del
organismo ( Cutler , 1984 ).

A pesar de haberse postulado muchas teorias sobre el
envejecimiento aun no se han esclarecido las causas y los
mecanismos por los cuales se produce.

Asi pues, se pueden implicar en la etiologia del
envejecimiento a las alteraciones genéticas del desarrollo, los
procesos patologicos, las toxinas medioambientales o
explicarse como un proceso innato de la célula.

Entre todas estas teorias ( Tabla 1 ), la Teoria de los
Radicales Libres ( RL ) y Envejecimiento de Harman ( 1956 )
es una de las mas aceptadas. Dicha teoria postula que el
envejecimiento es causado por reacciones mediadas por RL,
las cuales ocurren al azar y de manera no especifica,

originando una serie de dafios en las moléculas bioldgicas.
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INTRODUCCION

Tabla 1. Teorias sobre el Envejecimiento.

Teoria de las Mutaciones somdaticas Szilard, 1959
Orgel, 1963
Curtis, 1963, 1966
Brunet, 1974
Rosemberger, 1991

Teoria de las Mitocondrias Richter, 1988
Defectuosas Linnane y col., 1989

Wallace, 1999

Teoria de los Radicales libres Harman, 1956,1981
Stadman, 1992
Sohal y Orr, 1995

Teoria de la Desdiferenciacion Culter, 1982
Teoria de los Telomeros Harley y col., 1990,
1995.
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INTRODUCCION

1.1. RADICALES LIBRES (RL).

Los RL son atomos o moléculas que tienen un orbital
con un electrén desapareado, lo que les hace inestables y, por
lo tanto, altamente reactivos, siendo capaces de extraer un
electron de otros atomos o moléculas para asi estabilizarse
completando la vacante en su orbital. Los RL derivados del
oxigeno o especies reactivas de oxigeno como el radical
hidroxilo ( OH" ) y, en especial, el anion superoxido, O, , se
producen constantemente en el organismo durante el
metabolismo normal de los organismos aerobios ( Yuy Yang,
1996 ).

Otros tipos de RL son el 6xido nitrico ( NO' ) y el
peroxinitrito (ONOQO™ ) ( Tabla 2 ).

Tabla 2. Principales Especies Reactivas de Oxigeno.

Radical anion superoxido 0O,”
Radical hidroxilo HO
Radical peroxido ROO-
Peroxido de hidrogeno H,0,
Oxigeno singlete 0,
Oxido nitrico NO

Peroxinitrito ONOO

17



INTRODUCCION

Existen varias fuentes de especies reactivas de oxigeno
en los organismos, siendo la cadena respiratoria y las
reacciones de destoxificacion los procesos metabolicos en los
que mas compuestos reactivos de oxigeno se producen
( Schoenberg y Beger, 1995 ).

A pesar de que los RL intervienen en funciones
beneficiosas para el organismo ( por ejemplo, poseen poder
bactericida ) su extremada reactividad hace que ocasionen
alteraciones moleculares importantes, siendo altamente
perjudiciales tanto a nivel celular como molecular.

La fosforilacion oxidativa es la principal fuente de
generacion de RL en la célula, ya que el O,” aparece como
subproducto de la reduccion del O, por el sistema de
transporte de electrones en la mitocondria (Ambrosio y col.,
1993 ; Guidot y col., 1993). Este anidén se genera también
mediante la reduccion de iones Fe** y otros metales de

transicion ( entre los que se encuentra el manganeso ).

Por lo tanto, una alteracion de la fosforilacion oxidativa
puede dar lugar a una produccién elevada de los RL, los cuales
a su vez actian sobre la misma cadena respiratoria
aumentando atin mas la produccién de dichas especies.

Asi pues, la disfuncion de la fosforilacion oxidativa
puede ser el paso inicial de un proceso que podria llevar a una

degeneracion progresiva de la funcion celular.
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INTRODUCCION

El O, mediante la reaccion catalizada por la enzima
superdxido dismutasa ( SOD ) se transforma en H,O,, que se
suma al H,0, generado por el metabolismo celular. De esta
forma, la vida media del i6n O, en tejidos depende de la
presencia de la enzima superdxido dismutasa en los diferentes
compartimentos celulares. Tanto el anién O,” como el H,0,
son poco reactivos y sin embargo pueden causar dafio al
generar radicales hidroxilos ( Warner y col., 1994 ), mediante

las reacciones de Haber Weiss (1 )y Fenton (2 ) :

(1)H0;, +Oy i, > 0,+OH +OH
(2)H,0, +Fe® ... > Fe’ + OH™ + OH"

De entre todos los radicales libres, el OH" es una de las
especies mas reactivas, con una vida media muy corta en los
sistemas biologicos y que ataca a importantes moléculas de la
célula ( Tappel y Tappel, 2003 )

Por tanto, como se deduce de las reacciones citadas
anteriormente, la concentracion citosolica de iones metalicos
Fe >, Cu” o Mn”" constituye uno de los factores clave que
determinan la tasa de produccion de RL por los tejidos ( Aust

y Morehouse, 1985).
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Asi pues, las especies reactivas de oxigeno y nitrogeno
inician una amplia variedad de reacciones de oxidacion,
incluyendo oxidaciones de bases en el ADN ( Dizdaroglu y
col., 2002 ), oxidaciones de los aminoacidos de las cadenas
laterales de las proteinas ( Stadtman, 1992; Ostdal y col.,
2002 ) y peroxidaciones de los dobles enlaces de los acidos
grasos insaturados en los lipidos ( Boots y col., 2002 ), dando

lugar a lo que se denomina “ Estrés oxidativo *.

1.2. ESTRES OXIDATIVO.

El estrés oxidativo es el conjunto de dafios causados por
las especies reactivas de oxigeno. El estado o grado de estrés
oxidativo esta determinado por la tasa de produccion de estas
especies, por el nivel de los sistemas antioxidantes y por la

velocidad a la que el dafio es reparado ( Fig. 1).

Antioxidantes Procesos de reparacion y renovacion

Especies reactivas Estado de estrés Eliminacion de los
de Oxigeno oxidativo de las factores causantes
(ERO’s) = biomoléculas = del dafio oxidativo

J

Iniciacion de funciones
anormales y enfermedades

Fig. 1. Factores que determinan el estado de estrés oxidativo.
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El aumento de estrés oxidativo produce daiio en los
tejidos. Entre los desérdenes moleculares ocasionados por los
RL se pueden citar los cambios en la funcion, estructura y
fluidez de la membrana debidos a la peroxidacion lipidica
( Alvarez y col., 1993 ). Dichos hidroperéxidos lipidicos y sus
productos de degradacidon son altamente citotoxicos, causan
dafios a enzimas y membranas dando lugar a una pérdida de
resistencia eléctrica y fluidez de la membrana y, finalmente, a
una pérdida de la integridad de la misma ( Pauls y Thomson,
1980; Axelsson y col., 1999 ), provocando alteraciones en el
flujo de calcio ( Bast y Goris, 1989 ), pudiendo causar incluso
efecto mutagénico ( Halliwell y Gutteridge col., 1999 ).

Como sucede con otros radicales, la oxidacion in vitro
de acidos grasos y de lipidos puros es un proceso lento. Sin
embargo en presencia de iones metdlicos de transicion
( especialmente hierro y cobre ) y de compuestos con grupos
hemo esté acelerado ( Welch y col., 2002 ).

Una vez iniciada, la peroxidacién es un proceso
autocatalitico. Los radicales OH' son indicadores de la
peroxidacion de lipidos por captacion de un H' de la molécula
de acido graso. Por ello, el peroxido de hidrogeno, que en
presencia de metales de transicion da lugar a radicales
hidroxilo, causa dafios importantes a las membranas celulares

( Aime y col., 1999).
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Los RL también actian sobre polisacaridos, producen
modificaciones en moléculas como el colageno ( Dunn y col.,
1991 ); ademas, en el ADN inducen la formacion de 8-hidroxi-
2-deoxiguanosina ( 8OH-dG ) y pueden dar lugar también a
deleciones cromosdémicas 0 a una expresion génica alterada
que conduzca a la muerte celular (Breen y Murphy, 1995). Por
ultimo, sobre las proteinas, dan lugar a la formacién de grupos
carbonilos por oxidacion directa de los residuos aminoacidicos
o mediante glucosilacion ( Stadtman, 1992 ) y también pueden
formar puentes y fragmentar cadenas polipeptidicas.

Las moléculas dianas inicialmente atacadas por los RL

dependen del tejido que sufre el dano ( Halliwell, 1995 ) .

1.3. ANTIOXIDANTES.

En contraposicion al efecto destructor que poseen los
RL existen los denominados sistemas antioxidantes, los cuales
median un equilibrio para evitar el estrés oxidativo.

Halliwell y Gutteridge ( 1989 ) definieron como
antioxidantes cualquier sustancia que, encontrandose a
concentraciones mas bajas que las de un sustrato oxidable, son
capaces de retrasar significativamente o prevenir la oxidacion
de ciertos sustratos . El término sustrato oxidable incluye todo

tipo de moléculas encontradas in vivo.
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Entre los sistemas antioxidantes destacan:
Superoxido dismutasa y Catalasa.
Glutation ( GSH )
Vitamina E.
Vitamina C.
De estos sistemas antioxidantes es importante sefalar el de la
enzima Superdxido dismutasa ( SOD ) y catalasa debido a su
relacion con los metales pesados. La Superoxido dismutasa
engloba una familia de metaloenzimas que catalizan la
conversion:

Oy + 0, +2H ..., >H,0,+ 0,
Existen tres isoformas de esta enzima en mamiferos: Zn-
SOD, Mn-SOD vy una tercera que contiene cobre que se
considera SOD extracelular, la cual esta ampliamente
distribuida en los tejidos y principalmente en plasma.

Por otra parte la enzima catalasa es la responsable de la
conversion del H,O, en H,O y O,. Esta enzima se encuentra
localizada en los peroxisomas ( Grabenbauer y col., 2001;
Hellemans y col., 2003 ), lo cual puede explicar por qué en el
cerebro, donde la cantidad de peroxisomas es pequefia ( Lee y
col., 2003 ), el contenido en catalasa es tan bajo. La afinidad
de esta enzima por su sustrato es muy baja, de forma que so6lo

elimina el peroxido formado en el interior de los peroxisomas.
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Por lo tanto, el peroxido que se forma en la mitocondria o en el
citosol es eliminado por el sistema GSH.

En sintesis, se puede afirmar que un adecuado equilibrio
entre los sistemas oxidantes y antioxidantes es determinante en

la homeostasia de los seres vivos ( Figura 2 ).

H;O0

Catalasa GSSG
FOSFORILACION Vit E
OXIDATIVA GPx GR
GSH

(0 2 O, H.0, <}:'| METABOLISMO
\j % / CELULAR |

Reaccion de
Fe¥* Fe2* Haber-Weiss Fe 2*
3 Reaccién
e +
de Fenton

OH-
GSH
%GSSG

. . DESTOXIFICACION
NO ENZIMATICA

Fig. 2. Representacion esquematica de los procesos de generacion de

radicales libres y sistemas antioxidantes.

A nivel del SNC hay que destacar que el metabolismo
del neurotransmisor Dopamina es una importante fuente de

radicales libres por lo que se procederd a su estudio.
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1.4. DOPAMINA: METABOLISMO.

La Dopamina ( DA ) se incluye en el grupo de las
catecolaminas que, como su nombre indica, son compuestos
que poseen un grupo catecol ( anillo bencénico con dos
sustituyentes hidroxilos adyacentes ) y un grupo amino. Su
sintesis se realiza a partir del aminoacido L-tirosina ( Tyr ) que
se encuentra disponible en los depositos tisulares y llega al
cerebro con el flujo sanguineo, atravesando la barrera
hematoencefalica mediante el sistema transportador de
aminoacidos neutros.

Posteriormente, en las neuronas catecolaminérgicas se
hidroxila por la enzima Tirosina hidroxilasa ( Tirosina-3-
monooxigenasa, TH ) ( EC. 1.14.16.2 ) y se forma 3.,4-
dihidroxifenilalanina ( L-DOPA ). La tasa de hidroxilacion in
vivo de la Tyr depende de la concentracion y de Ila
disponibilidad de sustratos especificos y de inhibidores
endogenos. Bajo condiciones fisiologicas, la concentracion de
Tyr posiblemente satura a la enzima, por lo tanto, no parece
ser un factor limitante en la sintesis de DA ( Goldstein M.,
1995).

El segundo paso de esta ruta es la conversion de L-
DOPA en DA mediante una reaccion de descarboxilacion

realizada por la enzima L-aminoacido aromatico

descarboxilasa ( L-AADC ) (EC.4.1.1.28).
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INTRODUCCION

Esta enzima es piridoxal fosfato- dependiente pero no es
especifica ni con respecto a los sustratos que utiliza , ni con
respecto a su localizacion, ya que también puede encontrarse
en neuronas serotoninérgicas y en otros 6rganos como higado
y rifion. La actividad de la enzima L-AADC es bastante
superior a la de la TH, por lo que se considera al paso de la
hidroxilacion del aminoacido como el limitante de la sintesis
de DA (Berryy col., 1976).

Una vez sintetizada, la DA se almacena en vesiculas
sindpticas a cuyo interior es transportada activamente a través
del Transportador vesicular de DA ( TVDA ), quedando asi
protegida de la degradacion intraneuronal hasta su posterior
liberacion en respuesta a un potencial de accion ( Erickson y
col., 1992; Liu y col., 1992).

Una vez que la DA actha sobre los receptores
correspondientes es recaptada por la propia neurona
presinaptica o por la célula glial para ser degradada, o bien,
difunde hacia lugares lejanos donde puede seguir ejerciendo su
accion ( Elhwuegi, 2004 ). El proceso de recaptacion lo lleva a
cabo una proteina, la cual pertenece a la familia de
Transportadores Na'/Cl™ que transporta selectivamente esta
catecolamina, por lo que se la ha denominado Transportador

de Dopamina ( DAT ) ( Lester y col., 1996 ).
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Por otra parte, la DA puede degradarse por dos rutas
diferentes, pero en cada una de estas dos vias participan las
mismas enzimas, la monoamino oxidasa ( MAO ) ( EC.
1.4.3.4. ) y la Catecol-O-metiltransferasa ( COMT ) ( EC.
2.1.1.6.).

Una primera via consiste en que, en el interior de las
neuronas que recaptan la dopamina del espacio sinaptico, la
MAUO cataliza la desaminacion oxidativa de la DA dando lugar
al 3,4-dihidroxifenilacetaldehido ( DHFA ) mediante la
siguiente reaccion:

DA+H,O+0p cciiiiiiiiiii, > DHFA + NH; + H,0,

Es importante sefialar que el metabolismo de la DA esta
estequiométricamente ligado a la formacion de peroxido de
hidrogeno que a su vez puede generar radicales hidroxilos.

Se distinguen dos isoenzimas de la MAO, A y B, que
fueron identificadas por Johnston en 1968 y se diferencian en
base a la afinidad por el sustrato, especificidad del inhibidor,
distribucion tisular y celular, propiedades inmunolégicas y las
secuencias aminoacidica y nucleotidica ( Shih, 1994 ). Esta
enzima se encuentra unida a la membrana externa de la
mitocondria y tanto la MAO A como la B son capaces de
metabolizar la DA.

En el cerebro humano el 70% de la actividad total de la
MAO es del tipo B, mientras que en la rata ésta s6lo es de un

50% ( Oreland y col., 1983; Kuwahara y col., 1990 ).
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La MAO-A es de localizacion intraneuronal y la MAO-
B se encuentra mayoritariamente en la glia ( Vitalis y col.,
2002).

Asi pues, en humanos la desaminacidon oxidativa de la
DA ocurre mayoritariamente a través de la Isoforma B
extraneuronalmente ( Oreland y col., 1983; Glover y Sandler,
1986 ), mientras que en la rata tiene lugar principalmente por
la Isoforma A, de manera intraneuronal ( Azzaro y col., 1985;
Butcher y col., 1990).

El DHFA formado por acciéon de la MAO es muy
inestable y es oxidado por la enzima Aldehido deshidrogenasa
dando lugar al 4cido 3,4-dihidroxifenilacético ( DOPAC ), el
cual seguidamente sale de la neurona y es tomado por la glia
actuando sobre ¢l la COMT.

La COMT cataliza la transferencia de grupos metilos a
grupos catecoles a partir de la S- adenosilmetionina ( SAM ),
para lo que requiere cationes divalentes, de ahi también la
importancia del Manganeso. Se han caracterizado dos
isoformas distintas de la COMT: una soluble ( S-COMT ) y
otra unida a membranas ( MB-COMT ), apuntandose la
posibilidad de que la S-COMT se localice principalmente en
c€lulas gliales. La COMT acttia sobre el DOPAC generando
acido homovanillico ( HVA ).

La segunda via consiste en la recaptacion de la DA del
espacio sinaptico directamente por la glia, con lo que actuara

sobre ella la COMT formando 3-metoxitiramina ( 3- MT ).
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A continuacion la 3-MT serd metabolizada por la MAO
dando lugar al 3-metoxi-4-hidroxifenilacetaldehido ( MHFA )
que es rapidamente oxidado hasta acido homovanillico
( HVA ) por accion de la Aldehido deshidrogenasa.
Finalmente, el HVA es conjugado como sulfatos o
glucuronatos, lo que facilita su eliminacion del SNC para ser

después expulsados por la orina ( Figura 3 ).
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Fig. 3. Sintesis y degradacion de DA. ' -
TH, tirosina hidroxilasa; AADC, aminoacido aromatico HVA 2
decarboxilasa, MAO, monoamino oxidasa; COMT,
catecol-O-metiltransferasa; AIDH, aldehido
deshidrogenasa;  Tyr, tirosina; L-DOPA, L- O-CH,4
hidroxifenilalanina; DHFA, 3,4- OH
dihidrofenilacetaldehido; DOPAC, acido
dihidroxifenilacético; 3-MT, 3-metoxitiramina; MHFA,
3-metoxi-4-hidroxifenilacetaldehido, HVA, 4acido .
homovanillico, THB, tetrahidrobiopterina; SAS, Glucurénico y Sulfato del HVA
adenosilmetionina; SAH, S-adenosi
lhomocisteina;PALP,piridoxalfosfato. i
Orina
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1.5. TIROSINA HIDROXILASA.

Como se ha descrito anteriormente, la tirosina
hidroxilasa es una monooxigenasa que cataliza la formacion de
L-DOPA a partir de L-Tirosina en neuronas catecolaminérgi-
cas centrales y periféricas, en ganglios simpaticos, en células
cromafines de la médula adrenal y en células PC 12 de
feocromocitoma de rata ( Lamensdorf y col., 2000 ) mediante
la reaccion:

L-Tirosina+ O, + B-Hy ............. > L-DOPA + H,0 + B-H,

La enzima utiliza tirosina como sustrato, requiere
oxigeno molecular para su actividad y el cofactor pterinico
reducido ( 6R )-5,6,7,8- Tetrahidrobiopterina ( BH; ). En la
reaccion el cofactor es oxidado a dihidrobiopterina ( BH; ), la
cual de nuevo es reducida a tetrahidrobiopterina mediante la
enzima dihidrobiopterina reductasa ( Kaufman, 1993 ).
Ademas de los sustratos mencionados, la enzima necesita el
ion ferroso ( Fe*" ) para su actividad ( Haavik y col., 1991),

) . . 331
el cual coordina en el residuo His

( Ramsey y col.,
1995 ), dandose actividad méaxima a pH 6.

La enzima se encuentra presente en todas las células que
sintetizan catecolaminas, siendo la médula adrenal el tejido

con mayor contenido de TH.
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Los trabajos dirigidos a estudiar la localizacion subcelular de
la enzima sugieren que ésta se encuentra en el citoplasma y
también unida a membrana ( Cosentino y col, 2002 ).

Estas isoformas muestran diferente afinidad por el
cofactor pterinico y diferente sensibilidad a la inhibicion por
DA. La enzima de rata ha sido clonada y expresada en cultivos
celulares de insectos ( Fiztpatrick y col., 1990 ) y ademas se
han encontrado cuatro isoenzimas de TH humana que han sido
clonadas y expresadas en células eucariotas ( Horellou y col.,

1988 ) y E.coli ( Haavik y col., 1991 ).

1.6. TRANSPORTADOR DE DOPAMINA.

El gen del transportador de DA ha sido clonado en rata
( Shimada y col., 1991 ), vaca ( Usdin y col., 1991 ) y humano
( Giros y col., 1992 ) habiéndose determinado que es una
proteina con 12 dominios transmembranales. Pertenece a la
familia de transportadores Na'/ CI" dependientes dentro de la
que se encuentran también el transportador de noradrenalina
( 67% de homologia de secuencia ), el de serotonina ( 49% ),
GABA (1 45% ), Glicina ( 41% ) y Prolina ( 44% ) entre otros
( Miller y col., 1997 ). Posee un peso molecular de 69000
daltons con cuatro sitios posibles de N- glicosilacién y aunque
no se tiene aun certeza absoluta sobre el papel de estos

carbohidratos, parecen estar implicados en la regulacion de su

actividad ( Meiegerd y Schenk, 1994 ).

32



INTRODUCCION

Asociado al proceso de neurotransmision dopaminérgica, el
ARNm del transportador de DA se expresa de manera intensa
en las neuronas mesencefalicas de la sustancia negra compacta
(SNc) y en menor medida en el area ventral tegmental (AVT),
asi como en las respectivas areas de proyeccion, estriado y el
Nucleo accumbens (N. Accumbens) ( Giros y col.,, 1991;
Usdin y col., 1991 ). A su vez, es sumamente importante el
mantenimiento del equilibrio entre el espacio intracelular y
extracelular en el proceso de transporte. En una primera etapa
el Na" y la DA se disocian y al transportador se une K’ que es
liberado al exterior produciéndose a la vez la orientacion de la
proteina; seguidamente, el restablecimiento de los gradientes
i6nicos lo lleva a cabo la bomba Na'/K" ( Krueger, 1990; Chen
y Reith, 2000 ).

1.7. NEURODEGENERACION DEL SISTEMA
NIGRO- ESTRIADO.

De todos los procesos y fendomenos que engloban el
envejecimiento humano los que componen el Illamado
envejecimiento cerebral, son los que parecen estar relaciona-
dos directamente con la apariciéon de radicales libres y estrés
oxidativo. Este cuadro de alteraciones por dafio oxidativo
parece tener una participacion destacada en enfermedades
asociadas al envejecimiento cerebral como son la enfermedad
de Parkinson, de Alzheimer, de Huntington y la esclerosis

lateral amiotrofica, llegando algunos autores a hablar del
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envejecimiento como un factor de riesgo conducente a estas
patologias ( Bowling y Beal, 1995 ).

Esto es debido a que varios factores hacen del cerebro el
organo mas vulnerable a los dafios originados por el estrés
oxidativo ( Figura 4 ). El cerebro utiliza el 20% del oxigeno
total inspirado, lo que supone una cantidad muy elevada si se
tiene en cuenta que constituye solo el 2% del peso total del
individuo. A este alto consumo de O, contribuye entre otros
procesos, la elevada tasa de metabolismo catecolaminérgico.
Esto hace que la generacion de RL en el cerebro sea
comparativamente mayor, especialmente porque es un tejido
relativamente deficiente en mecanismos protectores ( Bondy,
1997 ). Ademads, el cerebro es rico en 4cidos grasos
poliinsaturados ( PUFAs ) que precisamente debido a las
insaturaciones son especialmente vulnerables al ataque de RL,
sirviendo como sustrato para la peroxidacion lipidica
( Sevanian y McLeod, 1997 ).

También otro hecho es que el liquido cefalorraquideo
( LCF ) contiene poca transferrina y ceruloplasmina, que son
moléculas capaces de quelar metales, y por lo tanto juegan un
papel esencial en la catalisis del estrés oxidativo. Esto se suma
a que el LCF contiene complejos de bajo peso molecular que
contienen hierro y cobre, capaces de catalizar la generacion de
RL. El tejido neuronal es ademés rico en hierro libre

( Yehuda y Youdim, 1988 ), lo cual unido a las altas
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concentraciones de acido ascoérbico, supone una elevada
probabilidad de que se genere estrés oxidativo, ya que el acido
ascorbico en presencia de hierro actlia como prooxidante.

Finalmente, los aminodcidos excitatorios que actiian
como neurotransmisores en el cerebro ( como por ejemplo el
glutamato ), una vez liberados generan una reaccion en cadena
que activa vias intracelulares de generacion de RL.

Se ha podido comprobar que el sistema dopaminérgico
presenta una mayor degeneraciéon con la edad que otros
sistemas neuronales. De hecho, el 4% del conjunto de
neuronas productoras de dopamina desaparece durante cada
decenio de la vida adulta como consecuencia del

envejecimiento.

H,0

Catalasa GSSG

VitE D
DOPAC asH
Fe % 0; =—= a0 F M

stres Oxldatwu

W\,\\

\ : ") 60H- DA
\ ~~—_ NEUROMELANINA
Polimerizacion
Fig 4. Mecanismos de generacion de RL y subproductos de
oxidacion de la DA. Mediante la oxidacion enzimatica o no de la DA, se
producen quinonas y 6-OH-DA que contribuyen a la polimerizacion de la

melanina y a la generacion de una cascada de estrés oxidativo.

35



INTRODUCCION

2. ASPECTOS ANATOMICO- FUNCIONALES DE LOS
GANGLIOS BASALES.

Los ganglios basales son cinco grandes nucleos
subcorticales que participan en el control de la actividad
motora. Estos nucleos son: el caudado, el putamen, el globo
palido ( GP ), los nucleos subtalamicos, la sustancia negra
(SN)yel AVT (Figura5).

Evolutivamente, el caudado y el putamen provienen de
la misma estructura telencefalica, por lo que estan constituidos
por el mismo tipo de células, fusiondndose ademas en la parte
anterior; asi pues, al conjunto se le denomina cuerpo estriado,
nombre que se le da en la rata, una especie anatdmicamente
menos diferenciada, donde ambas estructuras constituyen un
nucleo tnico.

Por otra parte, el GP se divide en dos segmentos: el
externo y el interno, recibiendo este ultimo el nombre de
nucleo entopeduncular en la rata.

Asimismo la SN se divide en tres zonas: la parte lateral,
la sustancia negra reticulada ( SNr ), que citologicamente se
parece al GP y, por ultimo, una parte dorsal, pigmentada,

debido a la presencia de neuromelanina, que es la SNc.
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Fig. 5. Distribucion anatomica de los ganglios basales.

En relaciéon con la funcidon motora mediada por los
ganglios basales, es importante destacar que este sistema, a

diferencia de la mayoria de los componentes del sistema

motor, no recibe ni tampoco envia ninguna conexion a la

médula espinal. De forma breve podemos describir que sus

aferencias principales provienen de la corteza, concretamente

de las regiones prefrontal, premotora y motora.

Por lo tanto, junto con el cerebelo, los ganglios basales

constituyen el mas importante bucle subcortical del sistema

motor.

37



INTRODUCCION

Sin embargo, la diferencia entre ambos estriba en que, si
bien el cerebelo regula directamente la ejecucion del
movimiento, los ganglios basales estan implicados en aspectos
cognitivos y de orden superior del control motor. Esta
participacion de los ganglios basales en las funciones afectiva
y cognitiva se debe fundamentalmente a las extensas
conexiones que poseen con la corteza asociativa y también con
estructuras limbicas.

Las proyecciones mas importantes que reciben los
ganglios basales son las aferencias excitatorias que llegan de la
corteza cerebral al estriado.

Desde el punto de vista -electrofisiolégico, en
condiciones de reposo las neuronas estriatales estan en estado
quiescente y su actividad es generada por esta aferencia
excitatoria. La gran mayoria de las neuronas del estriado ( 90-
95 % ) son las denominadas neuronas espinosas de tamafio
medio y a su vez, dentro de estas neuronas estriatales se
distinguen dos subpoblaciones con aproximadamente el mismo
numero de células que alcanzan a la SN a través de vias
diferentes. Asi pues, una subpoblacion neuronal proyecta
directamente a la SNr ( en menor medida a la SNc ) y al
segmento interno del GP ( via estriadonigral ) y por otra parte,
la otra subpoblacién alcanza la SNr mediante conexiones
polisinapticas ( via estriadopalidal ), que se caracteriza por

una primera proyeccion al segmento externo del GP, el cual
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posteriormente proyectara a los nucleos subtalamicos y a la
SN, lo que supone la via palidonigral.

La via estriadonigral y la estriadopalidal se diferencian
por presentar distinta expresion peptidérgica y de receptores
dopaminérgicos.

La via estriadopalidal asi como la palidonigral contienen
el péptido Encefalina expresdndose el receptor D, ( efecto
inhibidor de la enzima Adenilato ciclasa ), mientras que la via
estriadonigral expresa el receptor D; ( activador ), y como
péptidos, la Sustancia P y la Dinorfina ( Vicent y col., 1982;
Gerfen, 1992 ) ( Figura 6 ).

Respecto a la localizacion de los cuerpos celulares
dopaminérgicos, se encuentran en la parte compacta de la SN
y en dos zonas asociadas a ésta como son la SN parte lateral y
el area retrorrubral, asi como en el AVT.

El estriado es inervado mayoritariamente por la SNc,
mientras que el AVT inerva estructuras mas ventrales como el
N. Accumbens y el tubérculo olfatorio.

Las neuronas dopaminérgicas ejercen un papel muy
importante en la modulacién de las aferencias estriatales, asi
como en las de los ganglios basales en general.

Tanto las proyecciones corticoestriatales, como las
estriadopalidales y las estriadonigrales estan organizadas

topograficamente, lo que significa que partes especificas de la
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corteza actuan através de zonas concretas del estriado, en
localizaciones especificas del GP y la SN, considerandose asi
todo el complejo como una extension de la organizacion
laminar de la corteza. Esto es posible principalmente gracias a
la segregacion de las neuronas espinosas de tamafio medio en
dos compartimentos distintos con d4reas de proyeccion
diferenciadas: el de los estriosomas y el de la matriz, los cuales
difieren en el patron de inmunorreactividad de neuropéptidos
estriatales como encefalinas, sustancia P y dinorfina ( Parent y
col., 2000; Gerfen, 2000 ).

El circuito comienza en la corteza, inerva al estriado y
llega a la SN, bien a través de la via estriadonigral o bien
mediante la via estriadopalidal y se cierra mediante las
neuronas GABA¢rgicas ( y por tanto inhibidoras ) de la SNry
del segmento interno del GP que constituyen la mayor
eferencia de los ganglios basales, inervando los nucleos
talamicos mediodorsal y ventromedial ( los cuales proyectan a
la corteza frontal ) e intralaminar ( el cual proyecta al
estriado ), el coliculo superior y el nucleo pedinculo-pontino.
Estas neuronas son tonicamente activas y produciran, por
tanto, la inhibicion de las células talamicas que proyectan a su
vez a las zonas de la corteza implicadas en el control motor. Es
importante destacar, que el movimiento, a nivel de ganglios

basales, se origina cuando las neuronas taldmicas son liberadas
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de esta inhibicion tonica con la consiguiente actividad motora
de la corteza ( Figura 6 ).

Esta inhibicion de las neuronas talamicas se puede
producir a través de las dos vias que conectan en el estriado y
la SN, es decir, la estriadonigral (via directa) y la estriado-

palidal ( indirecta ).

Eferencia
ganglios b

Fig. 6. Esquema que representa las principales conexiones de los
ganglios basales. DA: Dopamina, GPe y GPi: segmento externo e interno
del globo palido, respectivamente; Glu: Glutamato; SNr y SNc: sustancia

negra reticulada y compacta, respectivamente; NST: Nucleo subtaldmico.
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En la via directa, cuando la proyeccion corticoestriatal,
mediada por el neurotransmisor glutamato produce Ila
excitacion de las neuronas estriatales, se produce una
inhibicion fasica, es decir, una inhibicion del disparo de las
neuronas de proyeccion de la SN, lo que va a dar lugar a una

desinhibicion de las neuronas tdlamocorticales ( Figura 7).

GLU
(*} DI (+)

Fig. 7. Esquema que representa la conexion directa en los ganglios
basales. DA: Dopamina; Glu: Glutamato; SNr y SNc: sustancia negra

reticulada y compacta respectivamente.
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Por otra parte, la via indirecta opera de forma diferente:
la excitacion corticoestriatal da lugar a la inhibicidon del
segmento externo del GP ( también mediada por GABA ) y
¢éste a su vez envia una eferencia que también es GABAérgica
e inhibe a los nucleos subtalamicos; ahora bien, al verse
inhibido el GP produce la desinhibicion de los nucleos
subtaldmicos, cuya proyecciéon a la SN es glutamatérgica v,
por lo tanto, excitadora. Esto traeria consigo la excitacion de
las neuronas nigrotalamicas y, por tanto, la inhibicién de la via

talamocortical ( Figura 8 ).

GLU [ J
(+) GLU
R Ao j

GLU
D2 {-) (+)

GLU

Y (+)

Fig. 8. Esquema que representa la conexion indirecta en los ganglios
basales. DA: Dopamina; GPi y GPe: segmento interno y externo del
globo palido, respectivamente; Glu: Glutamato; SNr y SNc: sustancia

negra reticulada y compacta respectivamente; NST: Nucleo subtalamico.
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Asi pues, el resultado de estas dos vias seria opuesto si no se
mediara la actividad de la proyeccion dopaminérgica
nigroestriatal. Sobre la via directa la DA ejerce un efecto
excitador, debido a la activacion de los receptores D; ( Figura
7 ), mientras que sobre la via indirecta el efecto es inhibidor
mediado por los receptores D, puesto que el resultado tltimo
es la desinhibicion de las neuronas talamocorticales
( Figura 8 ). De esta forma, la accion de la proyeccion
dopaminérgica sobre el estriado, a través de las dos vias
descritas anteriormente, es una accion facilitadora del
movimiento.

Una de las patologias mejor estudiadas de los ganglios
basales es la Enfermedad de Parkinson, que se caracteriza por
una pérdida de DA estriatal como consecuencia de la muerte
de células nigrales ( estudiada con mas profundidad en el

capitulo de Enfermedades neurodegenerativas ).
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3. ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS.

Entre las diferentes enfermedades neurodegenerativas
destacan:

3.1. ENFERMEDAD DE PARKINSON.

La enfermedad de Parkinson ( EP ) es la segunda
enfermedad neurodegenerativa mas comun, después de la
enfermedad de Alzheimer. La prevalencia de la EP es
aproximadamente 0.5 a 1% de las personas entre 65 y 69 afios
de edad, alcanzandose de 1% a 3% en personas de 80 afos de
edad y superior.

La etiologia de la EP es desconocida, aunque la
degeneracion fisiologica que acontece con la edad es un factor
predisponente, se asocia a factores genéticos y, no existe
evidencia alguna para considerar un origen infeccioso de la
enfermedad. Estos datos negativos han dado lugar a la
busqueda de factores etiologicos ambientales, y se ha
demostrado, por ejemplo, que la EP es algo menos frecuente
en pacientes fumadores y que el empleo cronico de
insecticidas se asocia a una mayor incidencia de la
enfermedad.

Esta enfermedad, conocida también como pardlisis
agitante, es casi invariablemente el resultado de la destruccion
extensa de la SN, pero con frecuencia se asocia con lesiones

del GP y otras areas relacionadas.
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Clinicamente se caracteriza por: 1) rigidez de la
musculatura en areas extensas del cuerpo o en areas aisladas,
2) temblor en reposo en las areas comprometidas, en la
mayoria pero no en todos los casos, y 3 ) una seria incapacidad
de iniciar el movimiento, denominada acinesia.

La causa o causas de estas alteraciones motoras son casi
desconocidas. Sin embargo, estin muy relacionadas con la
disminucion de la liberacion de DA en el nicleo caudado y
putamen por las terminaciones nerviosas de la via
nigroestriada. La destruccion de la SN hace que las terminales
dopaminérgicas degeneren y que ya no esté presente la DA,
liberada en el ntcleo caudado y putamen. No obstante, ain
existe un gran numero de neuronas que liberan el
neurotransmisor Acetilcolina ( Ach ), y éstas transmiten
sefiales excitatorias en estos nucleos. Asi pues, en ausencia de
la liberacion de DA, las vias colinérgicas se tornan
excesivamente activas, lo que justifica muchos de los sintomas

motores de la EP.

' n

La rigidez parkinsoniana es de tipo " plastico ", el
movimiento brusco no encuentra habitualmente resistencia
intensa a partir de los reflejos de estiramiento y los musculos
tanto sinergistas como antagonistas permanecen fuertemente
contraidos a lo largo del movimiento. En consecuencia, se cree
que la rigidez caracteristica de esta enfermedad es en gran
parte el resultado del exceso de impulsos transmitidos por el

sistema corticoespinal.
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Habitualmente se produce temblor, siendo su frecuencia
normalmente de cuatro a seis ciclos por segundo. EI
mecanismo desencadenante del temblor no se conoce, aunque
un tipo de tratamiento que lo alivia frecuentemente es la
destruccion quirargica del nacleo ventrolateral del talamo, que
es una de las vias de retroalimentacion desde los ganglios
basales hacia la corteza motora. Por esto, se presume que la
pérdida de la influencia inhibitoria de la DA en los ganglios
basales lleva al estimulo de la actividad del circuito de
retroalimentacién corticobasal ganglionar-taldamico-cortical,
provocando una oscilacion que produce el temblor muscular.

Aunque la rigidez muscular y el temblor son ambos
angustiantes para el paciente parkinsoniano, mas seria es la
acinesia que se produce en los estadios finales de la
enfermedad, de manera que para realizar incluso los
movimientos mas simples la persona debe ejercer el mas alto
grado de concentracion. La causa de la acinesia ain no se
conoce aunque se presume que la falta de liberacion de DA en
el nicleo caudado y putamen por las fibras nigroestriadas
permite una actividad excesiva de las neuronas productoras de
Ach.

En resumen, la actividad normal de los ganglios basales
requiere un equilibrio entre las actividades excitatorias e
inhibitorias, y la pérdida de este equilibrio lleva a un sistema

de ganglios basales no funcional.
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Desde el punto de vista anatomo-patoldgico en el
examen macroscopico destaca la despigmentacion de la SN
mesencefalica, secundaria a la intensa pérdida de las neuronas
nigrales que contienen melanina. A nivel microscopico se
observa gliosis reactiva y en el citoplasma de las escasas
neuronas que persisten se observan cuerpos de Lewy que son
inclusiones redondeadas, eosinofilicas, constituidas por
filamentos de 10 nm de grosor que reaccionan con anticuerpos
antineurofilamento y ubiquitina. No hay lesiones estriatales ni
palidales. Es un parkinsonismo en el que se degeneran las
terminales dopaminérgicas presindpticas y en el que se
conservan los receptores dopaminérgicos mayoritariamente

postsinapticos, esto es, estriatales.

3.2. COREA.

La corea, término que procede del griego coreus, baile,
consiste en movimientos involuntarios irregulares, rapidos e
imprevisibles, que fluyen de una parte a otra del cuerpo de
forma continua y aleatoria.

Generalmente la corea se asocia a una impersistencia
motora con incapacidad para mantener una contraccion

muscular sostenida.
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Existen numerosas causas que pueden provocar este tipo de
movimiento anormal. Entre las coreas hereditarias existen dos
de gran importancia: la enfermedad de Wilson cuyo gen se
halla en el cromosoma 13 y la enfermedad de Huntington, de
herencia dominante, localizada en el brazo corto del
cromosoma 4. La enfermedad de Huntington es una afeccion
degenerativa créonica caracterizada por movimientos coreicos,
y deterioro mental progresivo que normalmente se inicia en la
edad adulta.

En este tipo de corea existe una degeneracion difusa y
extensa de neuronas tanto en el nicleo caudado como en el
putamen. Las neuronas mas comprometidas son las que liberan
el transmisor inhibitorio GABA, pero también degeneran
algunas de las neuronas que liberan Ach. De esta forma la falta
de las neuronas que liberan GABA elimina la inhibicion de la
via estriadonigral y permite que las neuronas secretoras de DA
de la SN se tornen sumamente hiperactivas. Esto a su vez
permite la liberacion excesiva de DA por las fibras
nigroestriadas que vuelven al nucleo caudado y putamen,
inhibiendo de forma importante a ambos nucleos. Ademas, la
degeneracion de neuronas que liberan Ach produce depresion
adicional en estos nucleos, pudiendo interrumpir alguno de los
haces de retroalimentacion desde la corteza hacia los ganglios
basales y nuevamente hacia la corteza a través del talamo,

causando asi los movimientos anormales.
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3.3. BALISMO.

El témino Balismo se wutiliza para designar un
movimiento anormal proximal, brusco, rapido y violento, con
un patron motor practicamente constante y estereotipado.
Normalmente se halla limitado a wun hemicuerpo
( hemibalismo ), aunque raras veces puede ser bilateral
( parabalismo ). El hemibalismo se asocia en general a lesiones
del nucleo subtalamico, aunque se ha descrito también en
lesiones de los nucleos caudado y putamen, el tilamo y la

corteza.

3.4. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.

En 1911, Alois Alzheimer describi6 una alteracion
neuropsiquiatrica que afectaba a personas de edad avanzada,
que actualmente es ampliamente conocida con el nombre de
enfermedad de Alzheimer ( EA ). La EA es la enfermedad
neurodegenerativa mas comun y supone aproximadamente los
dos tercios de los casos de demencia ( Helmer y col, 2001;
Aronson y col, 1991).

La etiologia de la EA se asocia con mutaciones de genes
localizados en los cromosomas 21, 14, 1 y 19. Por lo tanto, la
EA es genéticamente heterogénea, si bien es mas aceptada
actualmente la hipdtesis de la mutacion puntual del gen que
codifica por la proteina precursora del amiloide ( PPA ),

localizado en el cromosoma 21.
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La enfermedad empieza entre los 40 y los 70 afios de edad,
siendo la sintomatologia clinica la siguiente: progresiva
pérdida de memoria, juicio, orientacion de la situacion fisica y
del lenguaje, normalmente acompafiado de transtornos
depresivos. El diagnostico clinico actualmente se realiza
basdndose en la observacion de los sintomas y mediante
tomografia de emision de positrones ( PET ), aunque el
diagnostico definitivo se realiza por autopsia ( Clarck y col.,
1998 ). MacroscOpicamente hay una atrofia cerebral difusa con
preservacion relativa de las areas motora primaria,
somatosensorial y visual. Junto con la pérdida neuronal, las
lesiones microscopicas caracteristicas son los ovillos
neurofibrilares y las placas seniles; puede observarse también
depositos amiloides en los vasos intracraneales y astrocitosis
reactiva fundamentalmente en la corteza temporal. Estudios
inmunocitoquimicos han revelado que en la composicion de
estos filamentos intervienen proteinas de los neurofilamentos,
proteinas asociadas a los microtubulos ( especialmente la
proteina tau ), la ubiquitina, la proteina B-A4 y la proteina
A68. Las placas seniles o amiloides tienen un didmetro que
oscila entre 5 y 150 um y constan de un nucleo central, que
contiene amiloide y materiales inorganicos como
aluminosilicatos, rodeado de neuritas en diverso grado de

degeneracion.
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Recientemente se ha demostrado que las placas
amiloides y el amiloide vascular comparten la misma
estructura molecular y supramolecular, y aunque alin se
desconocen los mecanismos que gobiernan la aparicion de
estas anomalias estructurales todo apunta a deficiencias en la
formacion 'y degradacion de los neurofilamentos y
microtibulos, quizd debidas a modificaciones de su
fosforilacion, que implicarian la formacion de polimeros
anormales que se agregan como depositos fibrilares insolubles.

Las lesiones basicas de la EA se distribuyen por el
neocortex y paleocortex. El drea entorrinal se ve gravemente
afectada, lo que contribuye a la pérdida de aferencias del
hipocampo. También se degeneran nucleos de proyeccion
neocortical colinérgicos ( nucleo basal de Meynert ),
serotoninérgicos ( nucleos del rafe ) y noradrenérgicos ( locus
coeruleus ).

Desde el punto de vista de la fisiopatologia de la EA la
degeneracidn cortical difusa es responsable del deterioro de las
funciones cognitivas del sistema nervioso y de la personalidad.
La afectacion y pérdida de aferencias del hipocampo y la
degeneracion de los nucleos colinérgicos basales justifican, al
menos en parte, la relevancia de los transtornos amnésicos. En
relacién a la aparicion de alteraciones de la atencion y de
fendmenos depresivos es probable que desempefie un papel
primordial la degeneracion de los sistemas de proyeccion

noradrenérgicos y serotoninérgicos.
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4.- MANGANESO: ESENCIAL Y TOXICO.

El manganeso es un metal pesado que se considera
oligoelemento, siendo su ingesta diaria recomendada en
individuos adultos de 2 mg/dia. Este bioelemento se encuentra
en fuentes de origen vegetal como son: pifia y su zumo,
almendras, cacahuetes, grano de avena, arroz, habas,
espinacas, patatas , te verde y negro. El manganeso juega un
papel muy importante en numerosos procesos fisioldgicos
como constituyente de algunas enzimas y activador de otras
( Nielsen., 1999 ).

Entre las funciones del manganeso destacan:

1.- Funcion antioxidante, puesto que forma parte del centro
activo de la enzima Manganeso Superoxido Dismutasa
( MnSOD ), que es el principal sistema antioxidante de la
mitocondria. Este organulo consume el 90% del oxigeno
utilizado por las células, lo que la hace especialmente
vulnerable al estrés oxidativo, y el anidn superoxido es una de
las especies reactivas de oxigeno que se produce en la
mitocondria durante la sintesis de ATP. De esta forma, la
enzima MnSOD cataliza la conversion de los radicales
superdxido en perdxido de hidrogeno, que posteriormente es
transformado en agua mediante otras enzimas antioxidantes

( Leach, 1997).
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2.- Funcion metabdlica, ya que existen enzimas que se activan
por manganeso, que intervienen en el metabolismo de
carbohidratos, aminoacidos y colesterol (Hurley y Keen,1987 )

Asi pues, la enzima Piruvato carboxilasa, enzima que
posee manganeso, y la enzima Fosfoenolpiruvato
carboxikinasa, enzima que se activa por manganeso, juegan un
papel critico en la Gluconeogénesis. Asimismo, la Arginasa,
que también contiene manganeso participa en el ciclo de la

urea ( Leach, 1997).

3.- Desarrollo del hueso. Se ha comprobado que la deficiencia
del manganeso origina un desarrollo anormal del esqueleto en
un gran numero de especies animales. Esto es asi porque el
manganeso es el cofactor preferido de una familia de enzimas
denominadas Glucosiltransferasas, necesarias para la sintesis
de proteoglicanos, compuestos esenciales para la sintesis

adecuada de cartilago y hueso ( Keen, 1996 ).
4.- Cicatrizacion de heridas. La cicatrizacion de heridas es un

proceso complejo que requiere una elevada produccion de

colageno.
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Asi pues, el manganeso es fundamental para la activacion de la
enzima Prolidasa que actua proporcionando el aminoacido
prolina para la sintesis de coldgeno por las células humanas
(Muszynska y col.,2000). También, la sintesis de glucosamino-
glicanos, en la que intervienen las glucosiltransferasas
activadas por manganeso, juega un papel muy importante en la
cicatrizacion de heridas ( Shetlar y Shetlar, 1994 ).

Sin embargo, en contraposicion a estos efectos
beneficiosos del manganeso se encuentra su toxicidad, ya que
el manganeso es un metal que en elevadas concentraciones se
considera toxico ambiental puesto que se han descrito casos de
intoxicacion cronica por el mismo tras exposiciones laborales
continuas, ya que su uso esta muy extendido en la industria
metalurgica y también se emplean compuestos de manganeso
como el Etilen-bis-ditiocarbamato de manganeso ( MANEB )
con accion herbicida y fungicida, asi como el Metilciclopenta-
dienil tricarbonilo de manganeso ( MMT ) utilizado como
aditivo en varios paises. Por lo tanto, normalmente la
exposicion al manganeso se produce por via inhalatoria al
inspirar particulas que contienen dicho metal ( Keen y col.,
1999; Pal y col., 1999 ) y, a diferencia del manganeso que es
ingerido éste es transportado directamente al cerebro antes de

poder ser metabolizado por el higado ( Davis, 1998 ).
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Parece ser que el manganeso a nivel central actia
inicialmente sobre los astrocitos como células diana, debido a
la elevada afinidad que presentan estas células mediante su
sistema de transporte especifico para este metal ( Aschner y
col., 1992 ) y su gran capacidad de almacenamiento. Se sabe
que se almacena 200 veces la concentracion extracelular,
alcanzdndose una concentracion intracelular de manganeso de
al menos 50-75uM ( Tholey y col., 1987 ) de los cuales el 60-
70% son secuestrados por la mitocondria y el resto queda en el
citosol.

La exposicion créonica de manganeso trae consigo una
pérdida neuronal en las estructuras de los ganglios basales:
GP, nucleo caudado, putamen, SN, presencia ocasional de
cuerpos de Lewy ( Pal y col., 1999; Calne y col., 1994 ),
acompafiado de unos cambios neuropatologicos muy
significativos en los astrocitos, que se conocen como
Astrocitosis de la EA tipo Il ( Olanow y col., 1996; Hazell,
2001 ). Estos astrocitos se caracterizan por presentar un niicleo
palido y alargado, una cromatina aislada y un nucleolo

prominente.
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En relacion al mecanismo responsable de la accion
toxica del manganeso es importante destacar que el primer
paso es la entrada del manganeso en la mitocondria donde
inhibe la fosforilacion oxidativa ( Gavin y col., 1992 ) y a
continuaciéon se producen una serie de alteraciones
bioquimicas, que son las siguientes:

Efectos del manganeso en el nucleo celular.

El manganeso posee capacidad para unirse fuertemente a
diferentes estructuras del ADN ( Kennedy y Bryant, 1986;
Wang y col., 1995 ) lo que produce la desestabilizacion de la
cadena de ADN en los astrocitos tras la exposicion cronica de
manganeso. Estos efectos pueden conducir a cambios
conformacionales en la estructura del ADN lo que altera la
eficiencia de la transcripcion génica. Ademas, el manganeso
puede inducir mutagénesis al interaccionar con el ADN y la
enzima ADN Polimerasa I durante la replicacion ( El-Deiry y
col., 1984 ), lo que produce alteraciones de la expresion
génica. Ademas, un efecto propio del manganeso a diferencia
de otros cationes divalentes es que especifica el sitio de inicio
de la transcripcion de la cromatina ( Zhang- Keck y col.,
1988 ), lo que sugiere que puede ser capaz de regular la

induccién de ciertos genes.
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- Manganeso y radicales libres.

El manganeso posee distintos estados de oxidacion
( Mn*", Mn’* y Mn"" ) lo que le proporciona capacidad
prooxidante y antioxidante ( Kono y col., 1976; Donaldson,
1981 ). El paso de Mn*" a Mn®* produce aumento de especies
reactivas de oxigeno, peroxidacion lipidica y dafio en Ia
membrana celular ( Sun y col.,1993; Desole y col., 1995 ).

Por otra parte esta transformacion puede convertir a este
metal en un antioxidante, lo que da lugar a la neutralizacion de
las especies reactivas de oxigeno mediante la produccion de
peroxido de hidrogeno (Chang y Kosman, 1989 ). De hecho, el
Mn”" se ha considerado un efectivo scavenger de radicales
libres ( Gerber y col.,, 2002 ). Sin embargo, también es
importante destacar que el perdxido de hidrégeno es una
fuente para la produccion de RL bajo condiciones apropiadas.

- Descenso de la recaptacion de Glutamato.

El estudio cinético parece mostrar que el manganeso produce
una inhibicion no competitiva del transportador de glutamato
( Hazell y Norenberg, 1997 ), es decir, se une a dicho
transportador en una localizacion distinta al sustrato, lo que
reduce la recaptacion de este ultimo por las células gliales y
por tanto permanece el glutamato en el espacio sinaptico
durante mdas tiempo ejerciendo su accion excitadora. Este
mecanismo corrobora estudios previos que mostraban que la

acumulacion de manganeso en el cerebro produce un tipo de
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neuropatologia que consiste en un mecanismo excitotoxico
( Brouillet y col.,1993).

- Aumento por manganeso en la densidad de los sitios de
union para el receptor de Benzodiacepinas de tipo periférico
( PTBR ).

Este receptor se expresa fundamentalmente en la membrana
externa mitocondrial de los astrocitos ( Anholt y col.,1986 )y
se encuentra implicado en el metabolismo oxidativo, la
proliferacion mitocondrial y la sintesis de neuroesteroides
( Papadoupoulos, 1993 ). De hecho, se sabe que algunos
neuroesteroides como 3a-hidroxi-5a-pregnano-20-ona y la
pregnenolona pueden alterar la excitabilidad neuronal y
ademas contribuir a un fallo en la regulacion de la integridad
funcional del cerebro (Garcia-Segura y col., 1994; Jung-Testas
etal., 1992).

- Aumento de la expresion génica y la actividad de la enzima
glicolitica Gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasa (GADPH)
(Hazell y col.,, 1999a), que ademas de intervenir en el
metabolismo energético se sabe que también esta implicada en
el mantenimiento de los elementos del citoesqueleto ( Méjean
y col.,1989; Minaschek y col., 1992 ), unién a acidos nucleicos
( Nagy y Rigby, 1995 ) y en el proceso de apoptosis ( Ishitani
y col.,, 1996; Saunders y col.,, 1997 ), procesos clave para

explicar la toxicidad del manganeso.
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- Inhibicion de enzimas de la cadena respiratoria como
Aconitasa, NADH-Ubiquinona reductasa ( Complejo 1 ) y
Succinato Deshidrogenasa ( Complejo II ), lo que contribuye a
la disfuncion mitocondrial ( Brouillet y col., 1993 ) ( Fig. 9).

- Aumento de la recaptacion de L-Arginina, precursor del
oxido nitrico, junto con aumento de la expresion de la enzima
oxido nitrico sintasa inducible (iNOS ), lo que conducira a la
generacion de Especies Reactivas de Oxigeno en exceso como
consecuencia de la produccion de 6xido nitrico aumentada
( Hazell y Norenberg, 1998 ).

Estas alteraciones en la expresion génica, fallo en el
metabolismo energético, produccion de especies reactivas de
oxigeno, aumento extracelular de la concentracion de
glutamato y excitotoxicidad pueden jugar un papel esencial en
la muerte celular producida por manganeso. Este hecho
explica como tras producirse pérdida de neuronas en
estructuras de los ganglios basales, la intoxicacion crénica por
manganeso se presenta con sintomas neuropsiquiatricos
( Erikson y col.,, 2005 ) que se suelen manifestar como
sintomas extrapiramidales parecidos a la enfermedad de
Parkinson, entre los que se encuentran bradiquinesia y
distonia, de manera que a este sindrome se le conoce con el
nombre de parkinsonismo ( Barbeau., 1984; Devenyi y col.,
1994; Chang y Kosman, 1989; Wang y col., 1999 ), afectacion
que en ocasiones aparece precedida de sintomas psiquiatricos
como irritabilidad, agresividad e incluso alucinaciones ( Calne

y col., 1994; Pal y col., 1999 ).
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5. RELACION EXISTENTE ENTRE HIERRO Y
MANGANESO.

La neurotoxicidad de manganeso también se asocia a
interaccion con hierro a nivel sistémico y celular ( Zheng y
col.,, 1998; 1999; Zheng y Zhao, 2001 ). Debido a la
exposicion a manganeso existe una gran entrada de hierro de la
sangre al fluido cerebroespinal, posteriormente a la matriz
extracelular y desde ahi al espacio intracelular ( Zheng y col.,
1999; Zheng y Zhao., 2001 ).

Desde un punto de vista quimico, el manganeso se
parece al hierro en algunos aspectos como poseer las mismas
valencias 2+ y 3+ que cambian bajo condiciones fisiologicas.
Ademas, posee similar afinidad de union a la proteina
plasmatica  transportadora transferrina ( Aschner y col.,
1999 ). No obstante, la toxicidad del manganeso se debe
principalmente al manganeso intracelular. Parece ser que el
manganeso es introducido en las células a través de la proteina
transportadora de hierro DMTI ( Transportador de metales
divalentes 1; Gunshin y col.,1997; Fleming y col., 1998 ).
DMTT es un transportador ubicuo de los metales divalentes y
es el responsable de la recaptacion de algunos metales
divalentes incluyendo Fe*', Cd**, Zn*", Co*", Ni*", Cu** y Pb**
( Gunshin y col., 1997 ). Asi pues, los efectos del manganeso
se encuentran condicionados por la inhibicion competitiva del

transportador de hierro.
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Por otra parte, numerosos estudios han demostrado que
existen niveles de hierro elevados en determinadas regiones
cerebrales en pacientes de wuna amplia variedad de
enfermedades neuroldgicas, incluyendo la toxicidad por
manganeso ( Shoham y Youdim, 2000 ). El hierro es un agente
oxidante extremadamente potente, y en presencia de peroxido
de hidrégeno puede estimular la produccion de gran cantidad
de radical hidroxilo, mediante la reaccion de Fenton, capaz de
producir estrés oxidativo, peroxidacion lipidica y eventual-
mente muerte celular.

Estos hechos han orientado a la realizacion de estudios
empleando manganeso y desferroxamina, quelante del i6n
Fe’", pudiéndose observar que la desferroxamina incrementa la
toxicidad del manganeso ( Roth y col., 2002 ). Posiblemente
este hecho se deba a que al disminuir los niveles de hierro
libre, producido por la accion quelante de la desferroxamina,
se favorezca el transporte de manganeso al interior de las
células directamente mediante DMT1 ( Roth y col., 2002 ).

Una vez en el interior de la célula, el manganeso se
deposita principalmente en la mitocondria puesto que ésta
toma Mn (II ) a través del uniporte de Ca ( I1) ( Wedler y col.,
1989; Gavin y Gunter, 1996; Brown y Taylor, 1999 ) y se
produce una salida lenta de manganeso de la misma, lo que da
lugar a su acumulacion en este organulo ( Gavin y Gunter,

1996 ).
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Algunas enzimas criticas de la cadena respiratoria
mitocondrial contienen estructuras [ Fe-S ] en su centro activo
y parece ser que el manganeso compite con el hierro y lo
desplaza de su unidn al S. Asi pues, entre las enzimas que
resultan afectadas destacan la Aconitasa, NADH-Ubiquinona
reductasa (Complejo I ) y Succinato deshidrogenasa ( SDH )
( Complejo IT).

La aconitasa mitocondrial es responsable de Ia
conversion enzimatica de citrato en isocitrato en el ciclo de los
acidos tricarboxilicos. Su centro activo posee una estructura
cubica formada por 4Fe-4S, que es donde se fija el citrato
( Kennedy y Stout, 1992; Lauble y col., 1992 ). Por otra parte,
la aconitasa citosolica también se conoce como proteina
reguladora de hierro 1 ( IRP-1 o ACO 1), ya que regula el
metabolismo de hierro intracelular mediante su union y
desunion a ARNm, de manera que cuando los niveles de hierro
celular son insuficientes IRP-1 asume una configuracion
[ 3Fe-4S ], pierde su actividad enzimatica y se transforma en
una proteina de union al ARNm produciéndose un aumento de
la recaptacion de hierro intracelular ( Klausner y col., 1993).

Sin embargo, se sabe que el manganeso se une al cuarto
sitio de la aconitasa y aumenta la capacidad de ésta para unirse
al ARNm. De esta forma se produce un aumento de los niveles
celulares de hierro, lo que potencia la citotoxicidad por este
metal ( Zheng vy col., 1998; Zheng y Zhao, 2001; Zheng,
2001).
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El Complejo I, que cataliza la transferencia electronica
desde el cofactor NADH al aceptor Ubiquinona, también
contiene grupos [ Fe-S ] en su centro activo ( Ohnishi, 1998 ).
Esta enzima de la cadena respiratoria mitocondrial se asocia a
la etiologia de alteraciones neurodegenerativas y de hecho se
ha podido observar en estudios postmortem una reduccion de
la actividad del mismo en pacientes de enfermedad de
Parkinson en la SN, plaquetas y el musculo esquelético.

Por tanto, todo esto desemboca en interrupcion de la
funcidon mitocondrial, que conlleva cambios en el potencial de
membrana, lo que causa alteracion en la permeabilidad de la
membrana mitocondrial, que en Ultima instancia conducira a la

muerte celular (Gaviny col.,1992,1996; Galvani y col.,1995 ).
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Fig. 9. Lugares de actuacion del manganeso a nivel mitocondrial ( asteriscos ).
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6. RESPUESTA GLIAL.
6.1. ASTROCITOS.

Los astrocitos constituyen una importante proporcion de
la poblacion del SNC y participan en una gran variedad de
procesos fisiologicos y patologicos.

Una de las caracteristicas mds destacadas de los
astrocitos es su vigorosa respuesta ante diversos dafios
neurologicos. La respuesta astroglial se produce de manera
rapida y se puede detectar una hora después de un trauma focal
mecanico ( Mucke,1991).

La existencia y rapidez de esta respuesta glial se pone
de manifiesto en numerosas infecciones virales ( Mrak y col.,
2005), en danos agudos traumaticos al cerebro ( Eclancher y
col., 1990; Kahn y col., 1995; Craig y col., 1996; Rabchevsky
y col., 1998 ) y en algunas enfermedades neurodegenerativas
como es la EA ( Delacourte, 1990; Mrak y col., 2005 ). Es
importante destacar que el hecho de que esta respuesta se haya
conservado evolutivamente en una gran cantidad de especies
indica que los astrocitos reactivos deben realizar misiones
importantes en el SNC. Asi pues, el SNC responde al dafio
mediante un aumento en el nimero y en el tamafio de las
células que expresan la proteina fibrilar 4cida de la glia
( GFAP ), fendmeno que se denomina “ astrocitosis reactiva “.
Dicha proteina es una molécula del citoesqueleto celular que
se expresa en la astroglia ( Ridet y col., 1997 ) y representa el

marcador diferencial del fenotipo para estudiar la activacion
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astroglial ( Levine,1994; Kreutzberg, 1996; Fawcett y
Asher,1999; Raivich y col., 1999; Eng y col., 2000 ).

La activacion de los astrocitos esta asociada con la
expresion de nuevas moléculas no detectables en la astroglia
residente, asi como la sobreexpresion de algunos factores que
se encuentran en la astroglia normalmente en niveles bajos,
como pueden ser el factor de crecimiento transformante y la
proteina fibrilar acida de glia ( Logan y col., 1992; Eddleston y
Mucke, 1993: Messersmith y col., 2000 ). Aunque desde hace
bastante tiempo se ha pensado que los astrocitos secretan
factores que promueven el crecimiento y prolongan la
supervivencia de neuronas en cultivo ( Moon y col., 2000;
Rhodes y col., 2003 ), s6lamente se han podido identificar un
numero limitado de moléculas gliales que ejerzan un efecto
trofico sobre las neuronas, actuando en procesos de
metabolismo y reparacion neuronal. Entre estas moléculas se
encuentran el NGF y el factor de crecimiento de fibroblastos
basico ( b FGF ) los cuales son factores que fomentan la
supervivencia y la extension neuritica en algunos tipos de
neuronas en cultivo ( Engele y Bohn, 1991; Yoshida y Cage,
1992; Brewer, 1999 ). De esta forma, después de un trauma
los niveles de NGF aumentan; ocurre asi por ejemplo en el
nervio optico (Walicke y col.,1991 ) y en el hipocampo
(Woodward y col., 1992 ), siendo la fuente para este factor de
crecimiento los astrocitos activados ( Labourdette y

Sensenbrenner, 1995 ).
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6.2. MICROGLIA.

Aunque su naturaleza e identidad se han estado
debatiendo durante mucho tiempo, ahora se acepta que la
microglia forma parte del sistema fagocitico mononuclear
( Hickey y col., 1992; Ling y Wong, 1993 ). Las células

n

microgliales son los " macréfagos del SNC " y forman la
interfase entre el parénquima neural y el sistema inmune. La
microglia es ubicua y de distribucion heterogénea, habiendo
mas células microgliales en la sustancia gris que en la
sustancia blanca; de manera que regiones con alta densidad
microglial son el hipocampo, telencéfalo olfatorio, ganglios
basales y SN ( Perry y Gordon, 1991 ).

Asi pues, en el SNC normal, la microglia es menos
abundante que las neuronas y éstas se encuentran en contacto
con una o mas células microgliales satélite ( Palacios G.,
1990 ). Esa proximidad de las membranas de las neuronas y la
microglia es necesaria para favorecer la comunicacion célula-
célula a través de factores que todavia resultan bastante
desconocidos. De esta forma, la comunicacidon neurona- célula
microglial se desarrolla mediante moléculas que difunden a

través de las membranas, como las citoquinas y receptores de

superficie ( Harrison y col., 1998).
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A pesar de que la comunicacidn entre las neuronas y la
microglia es un proceso reciproco, se cree que las neuronas
generan la sefial inicial y la microglia actia como elemento
reactivo ante dichas sefiales; de hecho, se sabe que las
neuronas generan una variedad de sefiales moleculares,
algunas de la cuales promueven respuestas troficas a través de
la microglia y otras desencadenan respuestas toxicas. Por
tanto, la forma en la cual la microglia responde al dafio
neuronal viene determinado por sefiales neuronales especificas
y una de las carateristicas méas importantes de la microglia es
su activacion rapida en respuesta a un dafio, siendo de vital
importancia como factor defensivo del parénquima neural
frente a infecciones, inflamaciones, trauma, isquemia y
procesos neurodegenerativos ( Giulian y col., 1989; Perry y
col.,, 1993; Gehrmann y col., 1995 ; Mirza y col., 2000;
De Nicola y col., 2003 ).

A diferencia de la microglia residente, su forma activada
tiene mas procesos, siendo ¢éstos mas cortos, gruesos y
ramificados, mientras que el soma aparece engrosado. Ademas
de los cambios morfologicos, la microglia activada tiene un
fenotipo diferente al de la microglia residente, con un aumento
de la expresion de antigenos o aparicion de otros nuevos tales
como el antigeno CR3 identificado mediante tincidén con el

anticuerpo OX 42 ( Figura 10 ).
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Fig.10. Plasticidad astrocitaria ( A ) y microglial ( B ). PG:

prostaglandina, PAF: factor activador de plaquetas, TXAj:
tromboxano,NO: Oxido nitrico, ATP: adenosina trifosfato, ADRF (NO ):

Factor relajante del endotelio, LT: leucotrieno, IL: Interleukina.
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Es conocido que el manganeso actia como un
compuesto toxico en un gran nimero de procesos y de manera
especial en el metabolismo energético, habiéndose descrito su
accion en muy diversos organos, siendo sin embargo el SNC
uno de los mas afectados, suponiéndosele responsable de un
tipo de parkinsonismo. Teniendo en cuenta ademas que su
mecanismo de actuacidén no estd bien establecido nos interesa
estudiar el efecto del manganeso, en distintos tejidos y
administrado en diferentes condiciones.

En primer lugar estudiaremos su efecto, mediante la
administraciéon de una dosis de MnCl, relativamente baja
(6 mg/kg/dia) mediante administracion parenteral; Y
estudiaremos su efecto principalmente a nivel del SNC
fijdndonos de una manera especial en su posible accion sobre
el sistema dopaminérgico y los ganglios basales ya que se ha
descrito su posible responsabilidad en la apariciéon de
parkinsonismo en trabajadores relacionados con este metal.
Para ello utilizaremos ratas de 18 meses, ya que ha sido
descrito un mayor efecto del manganeso en animales de mas
edad, considerando que animales de 18 meses son adultos
mayores.

En este estudio, mediremos el comportamiento del
metabolismo energético, mediante la determinacién de Ia
actividad Succinato deshidrogenasa ( SDH ), en distintas

estructuras del SNC.
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En estas mismas estructuras llevaremos a cabo el estudio
de los efectos sobre el sistema dopaminérgico, valorando los
efectos sobre la enzima TH y el sistema transportador de DA.
También se evaluardn los efectos sobre el sistema
GABA¢érgico. A su vez, el dafio o proceso degenerativo se
pondra de manifiesto estudiando el comportamiento de la glia,
microglia y astroglia, usando técnicas de inmunohistoquimica.

Una de las posibles actuaciones principales del
manganeso es su accion inductora de estrés oxidativo, si bien
no estd completamente establecida. Nosotros estudiaremos esta
accion pero no centrandonos unicamente en las estructuras del
SNC posiblemente implicadas en su relacion con el
parkinsonismo, sino también en otras estructuras cerebrales y
organos periféricos. Esto nos permitird conocer si la accion del
manganeso es un efecto especifico de o6rgano o si por el
contrario es un efecto mas generalizado, y que probablemente
se vuelve especifico por la mayor sensibilidad o vulnerabilidad
de algunas estructuras. Para este estudio utilizaremos dos
abordajes diferentes:

a) Un tratamiento mediante la inyeccion intraperitoneal de
20 mg/kg/dia de MnCl, en animales jovenes de 3 meses

durante 15 dias.
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b) Asimismo es conocida la relacion entre el hierro y el
manganeso. Esta relacion nos parece muy interesante, pues
probablemente sea determinante de la accion toéxica del
manganeso, desde el punto de vista de su transporte,
acumulacion, etc. Por esto nos ha parecido de suma
importancia estudiar el efecto del manganeso en relacion a la
concentracion de hierro. Para ello, utilizaremos distintos tipos
de tratamientos que nos permitan modificar la concentracion
de hierro al mismo tiempo que la de manganeso. Con este fin
emplearemos: A) Animales a los que se alimenta con dieta
normal. De estos animales, a un grupo se le inyectara MnCl, y
a otro, considerado grupo control, no se le efectuara dicha
administraciéon; B) Animales alimentados con una dieta
sintética, ver Material y Metodos, exenta de hierro.
Andlogamente a lo anterior también se estableceran dos
grupos: uno al que se administrara MnCl, y otro al que no se le
inyectard dicha sustancia. En este estudio comparativo
podremos observar el efecto de la disminucion o al menos del
mantenimiento de la concentracion de hierro, teniendo en
cuenta que el hierro acumulado es bastante importante y que
tarda tiempo en ser eliminado, y por tltimo; C) Animales a los
que se trata con desferroxamina, un quelante de hierro, usado
en clinica para producir la eliminacion de hierro, (ver Material
y M¢étodos) en primer lugar, y posteriormente se alimenta,
durante todo el tiempo del experimento, con una dieta exenta

de hierro.
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Una tanda de este ultimo grupo de animales se tratard
mediante inyeccion intraperitoneal con 20 mg/kg/dia de MnCl,
durante un mes.

Los animales sometidos a este estudio eran de 12 meses
de edad.

Estos grupos de animales nos permitirdn un estudio
comparativo de la influencia del hierro sobre la accion toxica
del manganeso. Para ello se utilizaran practicamente todos los
organos y tejidos de dichos animales. Asi pues, los tejidos de
los oOrganos periféricos se emplearan para llevar cabo los
estudios del posible dafio oxidativo, mediante la determinacion
de diferentes parametros de oxidacion: oxidacion de lipidos,
valorada mediante la cuantificacion de peroxidos lipidicos y
MDA y oxidaciéon de proteinas, indicada por el nivel de
grupos carbonilos. Esto permitira conocer la accidon inductora
de estrés oxidativo del manganeso en funcion de la
concentracion de hierro, asi como su mayor o menor efecto en
los distintos 6rganos.

Por ultimo, el SNC de dichos animales nos ayudard a conocer
los efectos sobre sus estructuras. Aqui pondremos a punto una
técnica de inmunohistoquimica que nos facilite hacer un
estudio semicuantitativo, en cortes y estructuras de los grupos
carbonilos de las proteinas, o sea, de su estado de oxidacion.
El proceso de degeneracion se pondrd de manifiesto
estudiando el comportamiento de la glia, astroglia y microglia

por métodos inmunohistoquimicos.
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1. ANIMALES.

Todos los experimentos con animales se llevaron a cabo
siguiendo las directrices del Consejo de Europa ( 86/609/EU),
la normativa espafiola ( B.O.E. 67/8509-12, 1988 ) y mediante
técnicas aprobadas por el Comité cientifico de la Universidad
de Sevilla.

En los experimentos realizados se utilizaron ratas macho
de la raza Wistar de 3, 12 y 18 meses de edad criadas en
nuestro laboratorio con libre acceso a agua y comida (dieta de
mantenimiento A 04 de Panlab S.L.), con ciclos de luz y
oscuridad de 12 horas bajo condiciones apropiadas de
temperatura y humedad.

Los animales utilizados para técnicas bioquimicas
fueron sacrificados entre las 10 y 11 horas a.m. Los cerebros
fueron rapidamente diseccionados sobre hielo, separandose las
distintas estructuras segin el atlas de Paxinos y Watson
( 1986 ). Todas las estructuras se congelaron en nitrogeno

liquido y se mantuvieron a —80 °C hasta su utilizacion.

2. REACTIVOS.
El Cloruro de Manganeso (MnCl,) utilizado fue

suministrado por Sigma.
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La perfusion de los animales para las técnicas
inmunocitoquimicas se realizd con paraformaldehido de
CARLO ERBA.

En las determinaciones inmunocitoquimicas de TH,
astroglia y microglia se utilizaron los siguientes productos:
como anticuerpos primarios se usaron anti-OX42 hecho en
raton (microglia, Serotec, Oxford, UK; ), anti-GFAP hecho en
raton ( GFAP, astroglia, Chemicom, Temecula, CA, USA )y
anti-TH hecho en raton ( Roche Diagnostic, Barcelona,
Espafia ); el anticuerpo secundario utilizado fue en los tres
casos un IgG biotinilado hecho en caballo contra raton
( Vector ), mientras que como sistema de revelado se utiliz6 el
Kit ABC ( Pierce ).

En la inmunocitoquimica frente a grupos carbonilos se
utiliz6 como anticuerpo primario, un anti-dinitrofenilhidracina
hecho en conejo ( Dako ) y como anticuerpo secundario un
IgG biotinilado hecho en cerdo contra conejo ( Dako ). Del
mismo modo, se empled también el Kit ABC para el revelado.

El suero utilizado en ambas técnicas inmunocitoqui-
micas fue suero de caballo suministrado por Vector ( UK ).

Asimismo, en la inmunocitoquimica de grupos
carbonilos se empled 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH) de
Sigma para la tincion de los mismos, asi como &cido

clorhidrico de Panreac para eliminar el exceso de marcaje.
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Para el revelado de ambas técnicas inmunocitoquimicas
se utilizd tetracloruro de 3,3’-diaminobencidina (DAB),
Sigma.

En la técnica histoquimica la enzima SDH se emple6
nitro- blue- tetrazolium de Sigma, Succinato de Merck y acido
nitropropidnico, inhibidor selectivo de la enzima, suministrado
por Sigma.

En los estudios de hibridacion in situ se usod
dietilpirocarbonato de Serva, como inhibidor de Ilas
ribonucleasas a lo largo de todo el ensayo y uridina 5'-
[ * S ] trifosfato ( UTP ) de New England Nuclear como
marcador del ARNm. Para la transcripcion de la sonda se
empled polimerasa de ARN SP6 facilitada por Boehringer
Mannheim y microcolumnas ProbeQuant G-50 de Pharmacia
Biotech para la separacion del UTP no incorporado a la sonda.

Los reactivos de uso en el ensayo de hibridacion in situ
fueron de calidad para biologia molecular. Los demads
solventes y reactivos fueron de alto grado de pureza,
obteniéndose todos ellos de los proveedores habituales.

En la determinacion de dcido malondialdehido (MDA),
indicador de oxidacion de lipidos, se emple6 una mezcla de
reaccion constituida por &cido tricloroacético de Merck, acido

clorhidrico de Panreac y acido tiobarbiturico de Sigma .
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Por otra parte, para la determinacion de los perdxidos
lipidicos, también marcador de la oxidacién de lipidos, se
utiliz6 reactivo de FOX que incluye naranja de xilenol como
colorante, butil- hidroxitolueno para evitar la oxidacion de la
muestra, acido sulfurico y sulfato ferroso amoénico, de Sigma.
Asimismo, el metanol empleado en esta técnica era de Merck.

Para la determinacion de grupos carbonilos en las
proteinas, indicador de oxidacion de las mismas, se utilizo
SDS de Sigma, 2,4-DNPH para unirse a los grupos
carbonilos de Sigma, una solucidon constituida por: Trizma
base de Sigma, 4cido clorhidrico de Panreac, Glicerol de
Panreac y P-mercaptoetanol de Sigma. Ademds también se
empled acido tricloroacético para precipitar las proteinas de
Merck y una solucion de etanol y acetato de etilo para lavar
los precipitados, ambos de Scharlau.

Finalmente, se utilizd6 Guanidina de Sigma para solubilizar

las proteinas.
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En la determinacion de la capacidad antioxidante se empleo
una mezcla de reaccidon que contenia tampon fosfato sodico,
ficoeritrina, como compuesto fluor6foro, ambos de Sigma y
2-2’-Azobis ( 2- Amidinopropano ) hidroclorhidrico ( AAPH )
de Polysciences, Inc.

Se realizd un experimento en el cual se empled una dieta
sintética, siendo su composicion por kg de alimento la
siguiente:

180 g de lactoalbumina de Sigma

440 g de dextrina de Sigma

220 g de sacarosa de la marca Azucarera

110 g de aceite de maiz de la marca ASUA

50 g de complejo minerovitaminico, conteniendo hierro o

bien desprovisto del mismo, dependiendo de los grupos de

tratamiento, aportados por el laboratorio DEX IBERICA.
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A continuacion se adjunta la composicion de dicho

complejo minerovitaminico.

Minerales

Calcio 5.0g
Cloro 0.5g
Magnesio 0.5g
Fosforo 3.0g
Potasio 3.6g
Sodio 0.5g
Cobre 5.0g
Hierro 35.0g
Manganeso 10.0g
Zinc 12.0g
Yodo 150.0ug
Molibdeno 150.0png
Selenio 150.0pg

A m g o»

Biotina
Colina
Ac.folico
Niacina
Pantotenato
Riboflavina
Tiamina

Bs

B

Vitaminas

0.7mg
0.025mg
18.0mg
1.0mg
0.2mg
750.0mg
1.0mg
15.0mg
10.0mg
3.0mg
7.0mg
6.0mg

50.0mg

Ademas a varios grupos de animales se les inyectd
Desferroxamina, quelante del hierro, con el nombre comercial

de Desferin ® del laboratorio NOVARTIS.
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3. TRATAMIENTO CON CLORURO DE MANGANESO.

Se trataron ratas de 18 meses mediante la inyeccidén
intraperitoneal de Cloruro de manganeso (6 mg/kg/dia) durante
30 dias.

En un segundo experimento se trataron ratas jovenes de 3
meses con Cloruro de manganeso ( 20 mg/kg/dia ) durante 15

dias.

4. TRATAMIENTO CON DIETAS SINTETICAS.

En un ultimo experimento para establecer la relacion
existente entre hierro y manganeso en el sistema nigroestriado,
se trataron ratas de 12 meses durante 30 dias con la dieta
sintética descrita anteriormente, a la que se le adiciond a unos
grupos un complejo minerovitaminico que contenia hierro y en
otros grupos un complejo minerovitaminico carente del
mismo.

Ademads, unos animales fueron tratados con inyeccion
intraperitoneal de desferroxamina 10 mg/kg/dia durante tres
dias y a su vez a wunos grupos se les inyectd

intraperitonealmente 20 mg/kg/dia de MnCl, durante 30 dias .
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Asi  pues, disefio del experimento se puede
esquematizar de la forma siguiente:
| 1
DIETA DIETA
CON HIERRO SIN HIERRO
| : 1 | | : | 1
CONTROL CON HIERRO SIN HIERRO SIN HIERRO SIN HIERRO SIN HIERRO
(c) + (Fe) + + +
MnCI2 MnCI2 DESFERROXAMINA DESFERROXAMINA
(MnCI2) (-Fe+MnCI2 ) (Fe+D) +MnCI2 (-Fe+D+MnCI2)

1234567891011 121314151617 18 1920212223 24 252627 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 dias

CONTROL ( DIETA PROVISTA DE HIERRO)

%

CONTROL+MnC],

-Fe ( DIETA SIN HIERRO)

ﬁ

-Fe+MnCl,

-Fe+tDESFERROXAMINA

%

-Fe+tDESFERROXAMINA+MnCl,

|
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5. PERFUSION DE LOS ANIMALES PARA
INMUNOCITOQUIMICA .

Los animales se anestesiaron con hidrato de cloral ( 400
mg/ kg ) y se perfundieron transcardiacamente con 100 ml de
cloruro de sodio al 0.9% durante unos minutos y posterior-
mente con 250 ml de paraformaldehido frio al 4% en tampon
fosfato, después de oclusionar la aorta descendente. Seguida-
mente, los cerebros se extrajeron y post-fijaron con la misma
solucion de paraformaldehido durante 3 horas a 4°C.

Después de esto, se sumergieron en diferentes
concentraciones crecientes de sacarosa ( 10%, 20%, 30% ), se
congelaron a —15°C en isopentano y se cortaron en un criostato

(Jung CM 1800, Leica ) con un grosor de 30um.

6. PREPARACION DE TEJIDOS PARA HIBRIDACION
IN SITU.

Los animales se sacrificaron y se extrajeron los cerebros,
los cuales posteriormente se congelaron a —15°C en
isopentano. A continuacion se cortaron en un criostato ( Jung

CM 1800, Leica ) a un grosor de 12 pum.
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7. INMUNOCITOQUIMICA.
7.1. Inmunocitoquimica frente a TH, 0X42 y GFAP.

Los anticuerpos usados fueron:

- TH, que reconoce la enzima Tirosina hidroxilasa

-OX42, contra el complejo CR3 de la cascada

inmunitaria

- GFAP, capaz de detectar la proteina fibrilar acida de

astroglia.

Estos tres anticuerpos fueron obtenidos del suero de raton.
Todas la inmunocitoquimicas se realizaron sobre secciones de
criostato de 30 um de grosor y todos los lavados del tejido y
las diluciones se realizaron con tampon Tris pH 7.4.

Para los tres anticuerpos se sigui6 un protocolo comun
que so6lo se diferenci6 en las concentraciones de los distintos
anticuerpos primarios, siendo 1% para el cuerpo OX-42, 0.5%
para TH y 0.3% para GFAP.

Las secciones se descongelaron y se dejaron secar
durante unos minutos a 40°C en una placa caliente. Después de
varios lavados se procedio a la inactivacion de la peroxidasa
endogena mediante una solucion del 0.3% de H,0O, en
metanol. Se incubaron durante una hora con suero de caballo
al 1% en tampon Tris y durante 18 horas con una solucion del
anticuerpo primario que contenia 0.25% de Tritén X-100y 1%

de suero a temperatura ambiente.
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Al dia siguiente, se trataron con una solucién de IgG
biotinilada de caballo frente a raton preparada al 0.5% en
tampon Tris conteniendo 0.25% de Triton durante dos horas
y una hora con el Kit ABC diluido en tampon Tris.

Finalmente, se procedié al revelado con DAB,

deshidratacion y montaje para su posterior estudio.

7.2. Inmunocitoquimica frente a grupos carbonilos.

Para la deteccion de grupos carbonilos, marcadores de
oxidacion de proteinas, se empled un anticuerpo anti-DNPH
hecho en conejo.

Dicha técnica consistio en lo siguiente:

Las secciones se descongelaron y se secaron en una
placa caliente durante unos minutos, se inactivé la peroxidasa
endogena con H,O, al 0.3% en metanol y se incubd durante
una hora con suero de caballo al 1% en tampén Tris.

Seguidamente, se procedid a la tincion de grupos
carbonilos utilizando una solucion de 2,4-DNPH (300 mg/100
ml) en etanol al 95% acidificado con 4cido sulfurico
concentrado al 1.5% ( v/ v ). Esta reaccion da lugar a la
formacion de hidrazonas entre la 2,4-DNPH y los grupos
carbonilos presentes en las proteinas. La citada tincion se
efectu6 durante un tiempo de 24h.

Al dia siguiente se realiz6 un lavado con una solucion de

HCI1 2N durante 10 miny varios lavados con tampdn Tris.
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A continuacion, las secciones se trataron con una solucion de
anticuerpo primario, consistente en un anticuerpo anti-DNPH
realizado en conejo al 0.5% en tampon Tris conteniendo
0.25% de triton X-100 y 1% de suero de caballo, durante 24h.
Se prosigue realizando varios lavados del tejido y la
adicion del anticuerpo secundario, que es una solucion de IgG
biotinilada de cerdo frente a conejo, preparada a la dilucion
1/50 en tampon tris conteniendo 0.25% de triton X-100. Dicho
anticuerpo se emplea durante dos horas y después de lavar el
tejido con tampon Tris se efectua el revelado con DAB,

deshidratacion y montaje para su posterior estudio.

8. HISTOQUIMICA DE SUCCINATO DESHIDROGENASA.

Las secciones de tejido se incuban durante 45 min a
37°C en 50 ml de tampon fosfato 0.06 M ( pH 7 ) que contiene
20 mg de nitro- blue- tetrazolium y 0.68 mg de succinato. Se
confirmdé la especificidad de la reaccion mediante la
incubacion de las secciones con concentraciones crecientes de
acido 3- nitropropidnico, el cual es un inhibidor selectivo de la
enzima.

Finalmente, la actividad enzimatica de los animales
control y los tratados se evaludé por densitometria Optica

basada en una escala calibrada de grises.
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9. DESHIDRATACION Y MONTAJE DE SECCIONES.

Para la deshidrataciéon de las secciones se utilizd un
procedimiento general mediante el cual se sumergieron en
cada una de las siguientes concentraciones crecientes de etanol
( 50, 70, 85, 95, 100% ), y seguidamente se mantuvieron
durante 15 min en Histolemon. El medio de montaje empleado

una vez completado el proceso fue el DPX.

10. HIBRIDACION IN SITU.

10.1. Obtencion de la ribosonda.

En nuestro estudio usamos diferentes plasmidos:

a) El transcrito antisentido de TH se gener6 a partir de un
plasmido facilitado amablemente por el profesor Dr. Sokoloff
( INSERM, Paris, Francia ), el cual contiene un fragmento de
282 nucleotidos del extremo 3°del gen de TH de rata clonado
en el vector PGEM-4Z ( Promega ). Para preparar la ribosonda
antisentido este plasmido se linealizd con EcoRI y se utiliz6
como molde con la ARN polimerasa T7.

b) La ribosonda antisentido del DAT se genero6 a partir de un
pldsmido cedido amablemente por el Dr. M.P. Martres
( INSERM ) , el cual contenia un fragmento de 800 pdb del
cDNA del DAT clonado en el vector pRc /CMV ( Invitrogen ).
Para preparar la ribosonda antisentido del DAT este plamido
se linealizo este con Xbal y se us6 como molde con la ARN

Polimerasa T7.
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¢) Los plasmidos pBbluescript SK, que contienen la secuencia
de cDNA para GAD67 como un inserto de 3.2-kb EcoRI
( clones 14 y 18 ), fueron proporcionados amablemente por el
Dr. A.Tobin ( UCLA, Los Angeles, CA, USA ).

El cDNA de GADG67 se aislo de una libreria de cDNA
de 1 gt-11 realizada a partir de ARN poli (A) procedente de
cerebro de rata adulta. Para preparar el transcrito antisentido
de GADG67, el clon 14 se linealizd con Sall y se utilizd6 como
un molde con la ARN polimerasa T3. Por otra parte, para
preparar el transcrito sentido de GAD67, el clon 18 se linealizo
con Sall y se us6 también como molde con la ARN Polimerasa
T3.

Las sondas antisentido de cDNA de cadena tUnica se

sintetizaron con ARN polimerasa T7 y T3 siguiendo el
protocolo proporcionado por el laboratorio proveedor de la
ARN polimerasa ( Bethesda Research Laboratories, Bethesda,
MD, USA ).
Ademads, la mezcla de reaccién contenia: el tampon de
reaccion proporcionado con la ARN polimerasa, ATP, CTP y
GTP cada uno en la concentracién ImM y [ S ] UTP ( 1300
Ci/mmol ) 30 uM.
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10.2. Reaccion de hibridacion.

Las secciones de tejido de 12 um se descongelaron y se
post-fijaron en paraformaldehido al 4% durante 30 min,
continuandose con tres pasos de lavado en tampon fosfato
salino pH 7.4 ( PBS ) de 10 min cada uno. A continuacion, las
secciones se trataron con trietanolamina 0.1 M pH 8.0 durante
Il min y con anhidrido acético al 0.25% en trietanolamina
0.1 M durante 10 min, con la finalidad de disminuir la unién
inespecifica.

Seguidamente, se realizdé un lavado de 1 min en SSC
2X, que contiene NaCl 3 M y citrato sédico 0.3 M, y se
deshidrataron las secciones mediante paso por soluciones de
concentraciones crecientes de etanol ( 30, 60, 90 y 100 % ) y
secadas al aire.

A continuacion se procedid a la hibridacion de la sonda
de [ S ] cRNA con su secuencia complementaria. La
hibridacion se llevd a cabo durante 3 h a 50°C, sumergiéndose
posteriormente las secciones, primero, en una soluciéon de SSC
4X con DTT 20 mM vy después en una solucion de SSC 4X
solo.

Seguidamente, se sometieron durante 30 min a digestion con
ribonucleasa ( RNasa ) a 37°C ( 20ug/ ml de RNasa A en NaCl
0.5M, Tris-HC1 0.01M y EDTA 1uM, pH 8.00).
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Para aumentar las astringencia de las secciones se sumergieron
durante 2 h en SSC 2X a 25°C y posteriormente 1 h en SSC
0.1X a 60°C. Finalmente, las secciones se deshidrataron en
soluciones de concentraciones crecientes de etanol (30, 60, 90
y 100%), secadas al aire y procesadas para emulsion
autorradiografica. Los autorradiogramas se generaron enfren-
tando el tejido marcado a una pelicula fmax Hiperfilm durante
2 semanas. Después de mirar los films autorradiograficos
secos, los portaobjetos se sumergieron en una emulsion
Amersham L1 (diluida 1:1 con agua) y expuesta en oscuridad
durante 10-15 dias a 4°C. Los portaobjetos fueron revelados en
papel Kodak D-19 a 15°C durante 2.5 min, fijados durante 10
min con fijador Kodak y tefiidos con cresil violeta ( Sigma-
Aldrich ), para poder realizar la cuantificacién de granos de

plata.

11. HOMOGENIZACION DE LOS TEJIDOS.

Los tejidos ( higado, corazdén, bazo y rifion ) fueron
homogenizados en tampon 50 mM de acido N-2-
hidroxietilpiperazina-N"-2-etanosulfonico (HEPES), 0.2mM
de fluoruro de fenilmetanosulfonilo (PMSF). El homogenizado
se centrifugd a 800xg durante 10 min en una centrifuga
Modelo J2-21 de BECKMAN. El sobrenadante obtenido, a su

vez, fue centrifugado a 5000xg durante 15 min.
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Finalmente, el sobrenadante se fracciond y congeld a
-40°C.

Por otra parte, las estructuras cerebrales se diluyeron
1/10 en el tampon citado anteriormente y se sonicaron en un
sonicador modelo Vibra cell de SONKS & MATERIAL INC
dando 4 pulsos de 15 s con 30 s de descanso entre los mismos.
A continuacion se centrifugd en una microcentrifuga Hettisch
Mikroliter a 14000 r.p.m. durante 10 min y el sobrenadante
obtenido se volvid a centrifugar de nuevo a 14000 r.p.m
durante 10 min. Finalmente, el sobrenadante se fraccion6 y

congel6 a -40°C.

12. DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE
PROTEINA.

Para determinar la cantidad de proteinas se utilizo el
método descrito por Lowry utilizando albiimina bovina como

estandar ( Lowry y col., 1951).

13. DETERMINACION DE MDA.

Para medir el acido malondialdehido (MDA) en homogeni-
zado, a una alicuota de 100 pl se le afiadi6 1ml de una solucion
que contenia 4cido tricloroacético 15%, Acido tiobarbiturico
0.375% y HC1 0.25N. La mezcla se calenté 15 min a 100°Cy a

continuacioén se centrifugd 20 min a 13000 r.p.m.
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Finalmente, se midi®6 la absorbancia a 535nm

(e=153M"'ecm™) en un espectrofotometro HITACHI U-2001.

14. DETERMINACION DE GRUPOS CARBONILOS.

Se parti6 de una muestra de homogenizado de una
concentracion de proteinas de 5 mg/ml y a un volumen de
75ul se le adiciond 25 ul de SDS 24% y se calent6 3 min a
100°C. A continuacion se le afiadio 100 pul de DNPH 10 mM
en acido trifluoroacetico al 10% y se dejé 10 min a 25°C.
Seguidamente se le adicion6 100ul de una solucion de Tris-
HCI 2M, Glicerol 30% (v/v ) y B-mercaptoetanol 15% (v/v ).
Luego se adiciond 20 pl de acido tricloroacético 50%, se
centrifugé a 11000 r.p.m. durante 3 min, se lavo el precipitado
3 veces con etanol / acetato de etilo 1:1, centrifugando 10 min
después de cada lavado. Finalmente, se resuspendid este
precipitado en 600 pl de Guanidina 6 M y se midi6 la
absorbancia a 366 nm (&=21000 M"' cm™).

15. DETERMINACION DE PEROXIDOS LIPIDICOS.

Se determinaron los hidroperdxidos lipidicos mediante
la oxidacion de Fe*' en presencia de naranja de xilenol
(Reactivo de FOX ), segun el método de Jiang y colaboradores

(1991).
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Para ello el reactivo de FOX se prepar6 de la siguiente
forma: 100 pmoles/L de naranja de xilenol, Butilhidroxi-
tolueno 4 mM, dacido sulfurico 25mM y sulfato ferroso
amoénico 250 uM.

A continuacién las muestras se mezclaron con 900 ul
de Reactivo de FOX y 35 pl de metanol. La mezcla se incub6
a temperatura ambiente durante 30 min y seguidamente los
viales se centrifugaron a 2400 g durante 10 min. Finalmente,
se midio la absorbancia del sobrenadante a 560 nm ( ¢ = 4.3

10* M em™ ) en un espectrofotometo HITACHI U-2001.

16. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE.

La determinacion de la capacidad antioxidante se realizd
segiin el método descrito por Glaser ( 1990 ). Las soluciones
de partida fueron tampon fosfato sédico 75 mM pH 7.0,
solucion de ficoeritrina 1.7 mM, soluciéon de AAPH 40 mM en
tampon fosfato sédico. La longitud de onda de excitacion fue
540 nm y la de emision fue 575 nm. La mezcla de reaccion se
prepard usando los volumenes siguientes: Tampon fosfato:

0.89 ml, ficoeritrina: 10 ml, AAPH : 10 ml.
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La fluorescencia de la ficoeritrina se midi6 durante
10-15 min en un fluorimetro HITACHI F-2500, tras lo cual se
anadio el AAPH incubandolo 5 min antes de medir la

capacidad antioxidante de la muestra.

17. ANALISIS ESTADISTICO.

Los diferentes estudios estadisticos se realizaron
mediante analisis de la varianza (ANOVA) de una via seguido
de test paramétrico de Scheffe, test " Least Significant

Diference " ( LSD ) o mediante t-Student.
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1. TRATAMIENTO CON MnCl, A DOSIS BAJA.

El primer estudio fue investigar el efecto del tratamiento
con manganeso en el sistema nigro-estriado de ratas viejas,
comparando con otros sistemas dopaminérgicos como el N.
Accumbens y AVT. Ademas estudiamos el efecto en el GP,
pues en diversas publicaciones se ha descrito que la
intoxicacion por manganeso afecta principalmente al GP
( Shinotoh, H. y col., 1995 ), ( M. Tomas-Camardiel y col.,
2002).

Para ello, se trato con dosis baja (6mg/ kg/ dia) de
MnCl, mediante una inyeccién intraperitoneal durante 30 dias
a ratas Wistar de 18 meses como se indica en la seccion de
Material y Métodos.

De esta forma, para estudiar el efecto en el sistema
dopaminérgico  nigro-estriado se emplearon técnicas
inmunocitoquimicas e hibridacion in sifu. También se ha
estudiado el efecto del tratamiento con manganeso en el
metabolismo energético midiendo la actividad de la enzima
SDH, la expresion de mRNA para TH y DAT, marcadores del
sistema dopaminérgico y, también, la expresion de mRNA
para la enzima Acido Glutamico Descarboxilasa ( GAD67 )

en dos estructuras diferentes: GP y estriado.
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También analizamos la respuesta glial tras el tratamiento con

Ml’lClz .

1.1. Inmunocitoquimica frente a TH en SN, AVT, estriado

y N. Accumbens.

Las secciones se tifieron como se indico en Material y
Métodos y la cuantificacion de la inmunorreatividad a TH se
realizd en la SN compacta, AVT, estriado y N. Accumbens.
Cada grupo de tratamiento estaba constituido por cinco
animales. El analisis se efectu6 en cada seccion a un aumento
de 40x, lo que permite una visualizacidon representativa de
cada region. Asi pues, se sumo el valor medio de la densidad
para cada seccion y se dividi6 por el nimero total de
secciones analizadas para obtener la medida de la densidad de
TH para cada animal. Los resultados se expresaron como
porcentajes en relacion con los animales controles.

Los niveles de la inmunorreactividad de TH se
incrementaron significativamente en los cuerpos celulares de
las siguientes regiones: SN ( +44% niveles controles, p< 0.01 )
y AVT (+50% niveles controles, p< 0.01 ) tras el tratamiento
con MnCl, ( Fig. 1 ). Por el contrario, el tratamiento con
MnCl; no alteré la densidad de la inmunorreactividad de TH
en sus areas de proyeccion dopaminérgica en el estriado y en

el N. Accumbens ( Fig.1).
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Fig. 1. Inmunorreactividad a TH en controles y en animales tratados con
MnCl,. (A) Control; (B) Tratamiento con MnCl,. La inmunorreactividad
aumentd en animales tratados en comparacion con los controles. AVT,
area ventral tegmental; SNc, sustancia negra parte compacta, SNr,
sustancia negra parte reticulada. Escala = 500um. ( C ) Cuantificacion de
la inmunorreactividad de TH.

Los numeros son media + desviacion estandar de cinco
experimentos independientes y se expresan como densidad optica ( % del

control ). Significacion estadistica ( t de Student ): *, p< 0.01.
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1.2. Cambios en la actividad SDH.

Los andlisis mostraron un descenso significativo de la
actividad SDH en todo el cerebro. No obstante, los descensos
mas significativos se encontraron en el estriado, SN, AVT y
Nucleos subtalamicos, lo cual se demuestra en la Figura 2. No
se midid la actividad SDH en GP debido a la baja actividad

intrinseca en este area del cerebro.
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Fig. 2. Histoquimica de SDH en controles y en animales tratados con
MnCl,. (A, C) Control; ( B, D ) Tratamiento con MnCl,; ( E ) Medidas
de densidad optica expresada en porcentaje del control. Los niimeros son
media + desviacion media de cinco experimentos independientes.
Significacion estadistica ( t de Student ): *, p< 0.05, **, p< 0.01. Escala

de las barras = Imm.
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1.3. Expresion de TH mRNA y DAT mRNA en la SN y
AVT.

La hibridacion in situ de cerebros de animales control y
animales tratados con MnCl, con la ribosonda antisentido para
TH mRNA y DAT mRNA dio lugar a un marcaje especifico
en el mesencéfalo ventral ( Fig.3 ). La disposicion tipica de las
agrupaciones de granos sobre los cuerpos celulares y la
localizacion precisa de estas neuronas en la SNc y el AVT,
indica claramente que estas neuronas que expresan TH mRNA
y DAT mRNA eran dopaminérgicas.

Para realizar la cuantificacion, en una primera etapa se
realizd un andlisis de densidad Optica de los films
autorradiograficos. Dicho andlisis densitométrico mostré una
elevacion significativa de los niveles d¢ mRNA de TH en SN
y AVT después del tratamiento con manganeso en
comparaciéon con los controles, obteniéndose un nivel de
mRNA de TH en animales tratados de 169% y 159% respecto
de los niveles controles para la SN y AVT, respectivamente,
p< 0.01 ( Figs. 3 y 4A ). Por el contrario, los niveles de DAT
mRNA fueron similares en los animales tratados con
manganeso a los de los niveles de los controles en ambas

estructuras ( Figs. 3 y 4A).
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El andlisis de la expresion celular de mRNA de TH en
la SN y AVT mediante la cuantificacion de los granos de plata
demostré el efecto inducido por el manganeso sobre la
expresion de mRNA de TH. Los niveles celulares de mRNA
de TH en las neuronas dopaminérgicas individuales en
respuesta al tratamiento con MnCl, fueron los siguientes: SN,
161% de los niveles controles, p<0.01; AVT: 123% de los
niveles controles, p< 0.05 ( Figs. 3y 4B).
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DAT Control

Figura 3
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Fig. 3. Expresion de mRNAs de TH y DAT en la SN en
animales controles y animales tratados con MnCl, .

( A ) Control TH; ( B ) TH después del tratamiento con MnCl,;
( C ) Control DAT; ( D ) DAT después del tratamiento con
MnCl; ( E, F ) Amplificacion de los granos de platade (A )y
( B ) respectivamente.

Escala de barras: A-D, 1mm; E-F, 50 um.
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Fig. 4. Cuantificacion de hibridacion in situ de mRNA de TH
y DAT en animales controles y tratados con MnCl,.
( A) Densidad optica medida a partir de films expresada como
porcentaje respecto del control. Los nimeros son media +
desviacidn estandar de cinco experimentos independientes.
( B ) Cuantificacion de granos de plata. La expresion de
mRNA de TH en SN y en AVT de los animales controles y de
los animales tratados con MnCl, se cuantific6 como granos de
plata por célula. Los numeros eran media + desviacion
estandar de cinco experimentos diferentes.

Significacion estadistica ( t de Student, comparando

animales tratados con MnCl, con animales controles ):

* p<0.05; ** p<0.01.
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1.4. Analisis de la localizacion de la cuantificacion de

células inmunopositivas frente a GFAP y 0X-42.

Los astrocitos reactivos detectados como células
inmunopositivas frente a GFAP y la microglia detectada
mediante OX-42 se contaron en SN y en AVT en un nivel
rostrocaudal especifico (nivel 39 del atlas de cerebro de rata de
Swanson; Swanson, L.M., 1998 ) , debido a la heterogeneidad
que presentan estas areas cerebrales. En la SN, la cuantifica-
cion de astrocitos y microglia se llevo a cabo en tres
localizaciones nigrales que corresponden a las zonas medial,
central y lateral de este area cerebral, mientras que en el AVT
la cuantificacion se restringio a una Unica localizacion. Todas
las cuantificaciones se efectuaron a una magnificacion de 40x.

En el estriado y en el N.Accumbens las inmunocito-
quimicas frente a GFAP y OX-42 se contaron cada serie de
siete secciones frontales y la cuantificacion en estriado se
efectud en tres localizaciones diferentes que corresponden al

estriado medial, central y lateral ( Fig.5 ).
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Fig. 5. Localizacién de la cuantificacion de células inmunopositivas
frente a GFAP y OX-42 en varias estructuras cerebrales en los animales
controles y tratados. ( A ) La cuantificacion en el estriado se llevo a cabo
en tres localizaciones distintas desde la zona medial hacia la lateral de
este area cerebral ( aparecen numeradas ); El asterisco marca el
N. Accumbens. El nivel de la seccion fue de 0.95 mm anterior a bregma.
( B) La cuantificacion en la SN también se efectud en tres localizaciones
distintas desde la parte medial hacia la parte lateral de este area cerebral
( senalado mediante nimeros ); El asterisco marca el AVT. El nivel de la

seccion fue 6.06 mm posterior a bregma.

109



RESULTADOS

1.5. Inmunorreactividad frente a GFAP y OX-42.

Como se vio en la Fig.5, la cuantificacion de astrocitos
reactivos en el estriado y en la SN se efectué en tres
localizaciones distintas desde la parte medial hacia la parte
lateral de las estructuras considerandose asi la heterogeneidad
en los patrones de proyeccion de estas areas cerebrales. Sin
embargo, en las demds estructuras estudiadas: AVT, GP y
N. Accumbens se analizaron en una sola localizacion.

Como resultado, se observd un gradiente de disminucion
desde la zona medial hasta la lateral como patron de
distribucion de los astrocitos inmunopositivos frente a GFAP
en el estriado de animales controles y de animales tratados
con MnCl,. Asi, la densidad de astrocitos en el estriado medial
fue aproximadamente el doble de la que muestran los
localizados en la parte lateral de este area cerebral. Por el
contrario, la SN fue mas homogénea ya que no mostré6 un
gradiente topografico caracteristico.

En los animales tratados con manganeso, la densidad de
astrocitos inmunorreactivos a GFAP aument6 significativa-
mente en relacion a los controles en estriado y SN. Ademas, el
incremento de astrocitos inmunopositivos frente a GFAP fue
similar en las tres localizaciones estriatales y nigrales
analizadas después del tratamiento con manganeso en

comparacion con los controles ( Figs. 6-8 ).
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A diferencia de lo observado en el estriado y la SN, no se
produjo cambio en la inmunorreactividad frente a GFAP en
AVT ni en el N. Accumbens tras el tratamiento.

La morfologia de los astrocitos reactivos fue diferente en
las ratas tratadas con MnCl, en comparacion con los controles.
Mostraron procesos mas grandes y abundantes que los
astrocitos controles e incluso llegaron a ser hipertroficos,
perdiendo su morfologia estelar caracteristica ( Figs. 6y 7).

Por otra parte, la cuantificacion de células inmunopositivas
frente a OX-42 también mostr6 un gradiente descendente,
aunque no estadisticamente significativo, desde la parte medial
hacia la lateral de la densidad de células microgliales, el cual
pudo observarse en el estriado y en la SN tanto en animales
controles como tratados con MnCl, ( Fig. 9 ). En relacion a la
cuantificacion, también es importante destacar que tras el
tratamiento con MnCl, se produjo un aumento significativo de
la microglia inmunorreactiva a 0X-42 en el estriado y en la SN
(Figs.6,7y9).

Las células inmunopositivas frente a OX-42 en los animales
tratados presentaron un estadio de microglia reactiva o
activada, mostrando un cuerpo celular y procesos engrosados
respecto a los controles en ambas estructuras cerebrales
( Figs. 6 y 7). Por otra parte, el tratamiento con MnCl, no
modifico la densidad de la microglia inmunorreactiva a OX-42

en AVT y N.Accumbens.
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Fig. 6. Inmunorreactividad frente a GFAP y a OX- 42 en el estriado de
animales controles y tratados con MnCl, .

( A,B ) Tincion de GFAP en animales controles y animales tratados con
manganeso, respectivamente. Los astrocitos en los animales tratados
aparecen hipertroficos, con procesos grandes y abundantes.

( C, D) Tincion en animales controles y tratados, respectivamente. La

tincion es mas intensa en animales tratados. Escala =200 pm.
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Fig. 7. Inmunorreactividad frente a GFAP y a OX-42 en la SN en
animales controles y en animales tratados con MnCl,.

( A, B) Tincion de GFAP en animales controles y en animales tratados
respectivamente. La tincién es mas intensa en ambas, Sustancia negra
parte compacta ( SNc ) y Sustancia negra parte reticulada ( SNr ).

( C, D ) Tincion de OX-42 en animales controles y tratados
respectivamente. La tincidon aparece mas intensa en los animales

tratados. Escala = 500 pm.
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Fig. 8. Cuantificacion de las células inmunopositivas frente a GFAP en
estriado y SN de animales controles y tratados con MnCl,.

( A) Cuantificacion de la inmunorreactividad frente a GFAP en estriado.
Los numeros son media + desviacion estandar de cinco experimentos
independientes, expresados como células inmunopositivas a GFAP/ mm?®,
Se observa un gradiente decreciente desde la zona medial hacia la lateral
en ambos, tanto en animales controles como en animales tratados con
MnCl,.

( B ) Cuantificacion de la inmunorreactividad frente a GFAP en la SN.
Los numeros son media + desviacion estandar de cinco experimentos
independientes, expresados como células inmunopositivas a GFAP/ mm”.
Significacion estadistica ( t de Student, comparando animales tratados

con MnCl, con animales controles ): *, p< 0.01 .
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Fig. 9. Cuantificacion de células inmunopositivas frente a OX-42 en
estriado y SN de animales controles y tratados con MnCl,.

( A') Cuantificacion de inmunorreactividad a OX- 42 en estriado.

Los ntimeros son media + desviacidon estandar de cinco experimentos
independientes, expresados como células inmunopositivas a OX- 42/
mm?. Se observo un gradiente decreciente desde la zona medial hacia la
zona lateral en ambos, tanto en animales controles como en animales
tratados con MnCl,.

( B ) Cuantificacion de inmunorreactividad frente a OX- 42 en la SN.
Los nimeros son media + desviacion estandar de cinco experimentos
independientes, expresados como células inmunopositivas a OX-
42/mm’. Se hace patente un gradiente descendente desde la zona medial
hacia la lateral en ambos, tanto en animales controles como tratados con
MnCl,.

Significacion estadistica ( t de Student, comparando animales tratados

con MnCl, con animales controles ): *, p<0.05 .
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1.6. Expresion de mRNA para GAD67 en estriado y Globo

palido después del tratamiento con manganeso.

Una vez encontrado un incremento significativo en los
animales tratados con manganeso respecto a los controles de
los niveles de TH mRNA, enzima limitante en la biosintesis de
catecolaminas, se estudid si este efecto se restringia
unicamente al sistema dopaminérgico.

Para ello, se analizé el mRNA para GADG67, la enzima
biosintética para GABA.

En el estriado y en el GP, la ribosonda utilizada para
detectar mRNA para GAD67 marcO numerosos cuerpos
celulares en ambas estructuras ( Fig. 10 ).

Las cuantificaciones se realizaron en films autorradio-
graficos y mostraron que después del tratamiento con
manganeso habia un descenso significativo de los niveles de
GAD67 mRNA en GP con respecto a los controles ( 68.2% de
los niveles controles, p< 0.01; Fig. 10 ). Por el contrario, no se
encontraron diferencias en GAD mRNA con respecto a los

controles en el estriado ( Fig. 10).
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Fig. 10. Expresion de GAD67 mRNA en el estriado y en el globo
palido de animales tratados con MnCl, y animales controles. ( A )
Control; ( B ) Tratamiento con MnCl,; ( C ) Densidad optica medida
de films expresada como porcentaje del control.

Los nimeros son media + desviacion estandar de cinco
experimentos independientes. Significacion estadistica ( t de Student,
comparando animales tratados con MnCl, con animales controles ):

* p<0.01, Escala=1 mm.
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2. ESTUDIO " IN VITRO " DEL ESTRES OXIDATIVO
EN LiPIDOS Y PROTEINAS PRODUCIDO POR EL
MnCl,.

Debido a que la SN es una estructura especialmente
vulnerable a los procesos oxidativos, procedimos a estudiar el
estrés oxidativo que se producia tras tratar ratas Wistar de 3
meses con MnCl, a dosis alta ( 20 mg/ kg / dia ) durante 15
dias. Para ello se estudiaron diversas estructuras del SNC
( estriado, SN, cerebelo, bulbo, hipocampo, corteza cerebral
( todas las cortezas exceptuando la corteza prefrontal ), corteza
prefrontal e hipofisis ), siendo de especial interés SN y
estriado. También se estudid el estrés oxidativo en oérganos
como son higado, corazon y rifion. El estudio se llevo a cabo
determinando la oxidacion lipidica en las diversas estructuras
mediante la medida de MDA y la oxidacién proteica a través

de la medida de grupos carbonilos de las proteinas.

2.1. Estudio del estrés oxidativo en lipidos.

El MDA es uno de los aldehidos mas abundantes que se
producen cuando los hidroperdxidos lipidicos se hidrolizan en
los sistemas bioldgicos. Por lo tanto, es un indicador de la
oxidacion lipidica, y su determinacion se realiza con acido

tiobarbitirico ( TBA ) ( Esterbauer, 1990 ).
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Se observd un aumento del estrés oxidativo en lipidos
tras el tratamiento con MnCl, , siendo mas significativo en SN
( 200% respecto a los valores controles ), estriado y bulbo
( ambos 180% de los controles ). También se produjo un
incremento moderado del estrés oxidativo en lipidos tras el
tratamiento en las siguientes estructuras cerebrales: corteza
cerebral ( 138% respecto de los controles ), corteza prefrontal
( 137% respecto a los controles ) e hipdfisis ( 132% respecto
de los niveles controles ). Ademas es importante destacar que
las estructuras cerebrales que mostraron un menor incremento
del estrés oxidativo en lipidos tras el tratamiento con MnCl,
fueron el hipocampo y el cerebelo ( 122% y 110% respecto de
los controles respectivamente ) ( Fig. 11 ).

Por otra parte, también se produjo un aumento de
oxidacion de lipidos en los tejidos: higado (190% respecto de
los controles), corazén (170% respecto a los valores controles)
y rifnon (130% de los valores controles), siendo especialmente
destacado incluso el elevado nivel basal de MDA presentado

por el rifidén en relacion con los otros dos drganos ( Figura 12 ).
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Fig. 11. Niveles de MDA en las diversas estructuras cerebrales
estudiadas. Los resultados estin expresados en umoles MDA/ mg
proteina y los valores son la media + desviacion estandar de cuatro
experimentos independientes. SN: sustancia negra, C: corteza cerebral,
C.PREF: corteza prefrontal. La significacion estadistica se calculd
mediante t de Student: *, p< 0.05, ** p< 0.01 comparando con los

valores controles.
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Fig. 12. Niveles de MDA en higado, corazon y rifion. Los resultados

estan expresados en pmoles MDA/ mg proteina y los valores son la

media + desviacion estandar de cuatro experimentos independientes. La

significacion estadistica se calculé mediante t de Student: *, p< 0.05,

** p <0.01 comparando con los valores controles.
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2.2. Estudio del estrés oxidativo en proteinas.

Para determinar si el tratamiento con MnCl, a dosis
elevada produce cambios oxidativos en las proteinas se han
determinado los niveles de grupos carbonilos en proteinas
totales de diversos tejidos ( higado, corazon y rifion ) y areas
cerebrales ( estriado, SN, cerebelo, bulbo, hipocampo, corteza
cerebral y corteza prefrotal ).

Los resultados muestran un aumento general de grupos
carbonilos en todas las estructuras estudiadas.

No obstante, es importante destacar que las estructuras
que muestran un mayor aumento respecto a los controles, vy,
por lo tanto, se afectan mas por el tratamiento con MnCl, son:
estriado ( 230% respecto de los valores controles ), cerebelo
( 250% respecto de los controles ), bulbo e hipocampo ( ambos
un 210% de los niveles controles ). También se observa un
incremento del estrés oxidativo en proteinas, aunque en menor
medida, en corteza cerebral y en SN (170% y 140% respecto
de los controles respectivamente ). Sin embargo, la corteza
prefrontal, posee unos niveles basales elevados de grupos
carbonilos y practicamente no se encuentra influenciada por el
tratamiento en cuestion ( 110% respecto de los controles )

( Figura 13 ).
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Respecto a las tejidos estudiados ( higado, corazon y
rifién ), se observa también un aumento significativo del nivel
de oxidacion proteica, aunque un mayor efecto por el
tratamiento con MnCl, se observa en el rifion (230% respecto
de los valores controles ), mientras que el incremento del
estrés oxidativo en proteinas en higado y corazéon es 200% y

170% respecto de los controles, respectivamente ( Figura 14 ).
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Fig. 13. Niveles de grupos carbonilos en las diversas estructuras
cerebrales estudiadas. Los resultados estdn expresados en nmoles grupos
carbonilos/ mg proteina y los valores son la media + desviacion estandar
de cuatro experimentos independientes. SN: sustancia negra, C: corteza
cerebral, C.PREF: corteza prefrontal. La significacion estadistica se
calcul6 mediante t de Student: *, p< 0.05, ** p< 0.01 comparando con

los valores controles.
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Fig. 14. Niveles de grupos carbonilos en higado, corazén y rifion. Los
resultados estan expresados en nmoles grupos carbonilos/ mg proteina y
los valores son la media + desviacion estandar de cuatro experimentos
independientes. La significacion estadistica se calculd mediante t de

Student: *, p< 0.05, ** p<0.01 comparando con los valores controles.
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3. ESTUDIO DE LA RELACION ENTRE HIERRO Y
MANGANESO A NIVEL CEREBRAL.

Una vez conocidos los efectos del MnCl, a dosis baja
( 6 mg/ kg/ dia ) en diversas estructuras del SNC, asi como el
estrés oxidativo que produce a dosis alta ( 20 mg/ kg/ dia ) a
nivel cerebral y en otros tejidos, resultaba de gran importancia
profundizar en el conocimiento de los cambios histologicos
producidos por el MnCl, a dosis elevada en el SNC.

Del mismo modo, consideramos interesante establecer el
papel del hierro y el manganeso a nivel de neurodegeneracion.
Para ello se procedio a realizar un experimento en el que se
emplearon dos dietas sintéticas: una con un complejo
minerovitaminico con hierro y la otra conteniendo un
complejo minerovitaminico desprovisto de €I, cuya composi-
cion se describié en Material y Métodos. En dicho ensayo se
alimentd a ratas Wistar de 12 meses de edad con las citadas
dietas y unos grupos se trataron con desferroxamina, quelante
del hierro, a una dosis de 10 mg/ kg/ dia y a otros grupos
ademads se les inyectdo MnCl, a dosis alta ( 20 mg/ kg/ dia )
durante 30 dias como se indico en el apartado 4 de Material y

Métodos.

128



RESULTADOS

DIETA

DIETA

CON HIERRO SIN HIERRO
| |
| 1 | | | 1
CONTROL CON HIERRO SIN HIERRO SIN HIERRO SIN HIERRO SIN HIERRO
+ (-Fe) + + +
MnCI2 MnCI2 DESFERROXAMINA DESFERROXAMINA
(MnCI2) (-FetMnCI2) (-FetD) +MnCI2 (-Fe+D+MnCI2)

Fig. 15. Esquema del disefio del experimento con dietas sintéticas, en el

que se reflejan los diversos grupos de tratamiento.

3.1. ESTUDIO DE LA REACCION GLIAL .

3.1.1. Estudio de la respuesta de los astrocitos en estriado y

SN.

Puesto que la activacion de la glia se produce después de

un dafo neuronal, realizamos un estudio de la reaccion de los

astrocitos y la microglia en las ratas sometidas a los distintos

tratamientos indicados en el apartado citado anteriormente.

En el estriado, los estudios inmunocitoquimicos frente

a GFAP y OX-42 se contaron cada serie de siete secciones

frontales y la cuantificacion en estriado se efectud en tres

localizaciones diferentes que corresponden al estriado medial,

central y lateral a una magnificacion de 40x ( Fig. 5A).
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Los astrocitos reactivos detectados como células
inmunopositivas frente a GFAP y la microglia detectada
mediante OX-42 se contaron en SN en un nivel rostrocaudal
especifico ( nivel 39 del atlas de cerebro de rata de Swanson;
Swanson, L.M., 1998 ), debido a la heterogeneidad que
presentan estas areas cerebrales. En la SN, la cuantificacion de
astrocitos y microglia se llevdo a cabo en tres localizaciones
nigrales que corresponden a las zonas medial, central y lateral
de este area cerebral y todas las cuantificaciones se efectuaron
también a una magnificacion de 40x ( Fig. 5B ).

Sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas
en la cuantificacion de astrocitos y microglia desde la zona
medial hacia la lateral en estriado y SN, tanto en animales
controles como en tratados, por lo que los valores se unificaron

en un valor medio.
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Fig. 16. Cuantificacion de los astrocitos GFAP positivos en estriado. El
contaje se realizd desde la zona medial hacia la lateral. Los resultados
estan expresados como células/mm® y los niimeros son media +
desviacion estandar de cuatro experimentos independientes. Significacion
estadistica mediante ANOVA de una via seguida de test Least significant
difference ( LSD ): a, comparado con el control; b, comparado con
MnCl, ; c, comparado con -Fe; d, comparado con -Fe+MnCl,; e,

comparado con -Fe+D; f, comparado con -Fe+D+MnCl,; p<0.001.
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Fig. 17. Cuantificacion de los astrocitos GFAP positivos en SN. El
contaje se realizd desde la zona medial hacia la lateral. Los resultados
estan expresados como células/mm’ y los nimeros son media +
desviacion estandar de cuatro experimentos independientes. Significacion
estadistica mediante ANOVA de una via seguida de test Least significant
difference ( LSD ): a, comparado con el control; b, comparado con
MnCl; ; ¢ ,comparado con -Fe; d, comparado con -Fe+MnCly; e,

comparado con -Fe+D; f, comparado con -Fe+D+MnCl,; p<0.001.
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3.1.2. Morfologia de la astroglia en estriado y SN.
A.- Estriado

Los animales controles mostraron que en estriado hay
pocos astrocitos (Fig.18C). Sin embargo, cuando el tratamien-
to fue -Fe+D+MnCl, se produjo el aumento mas significativo
( 383% respecto al control ). También se observé un aumento
significativo con respecto al control en los diferentes
tratamientos: MnCl, ( 332 % ); -Fe ( 268 % ); -Fe+MnCl,
(321 % ); -Fe+D (340 % ) ( Fig. 16).

En relacion a la morfologia, los astrocitos de los
animales controles poseen un cuerpo pequefio, poco engrosado
y asimismo sus procesos también son pequenios ( Fig.18A y
Fig. 18C). El tratamiento con MnCl, a la dosis alta de 20 mg/
kg/dia ( MnCl, ) mostrd un aumento significativo en el numero
de astrocitos, aunque no se apreciaron diferencias morfologi-
cas considerables respecto a los controles ( Fig. 18D).

En los animales alimentados con dieta desprovista de
hierro ( -Fe ) se observan astrocitos de mayor tamafio con
respecto a los controles, los cuales muestran hipertrofia y
procesos engrosados con cierta ramificacion, siendo, por lo

tanto, astrocitos reactivos ( Fig. 18E ).
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Por otra parte, los animales alimentados con dieta
desprovista de hierro y ademas tratados con MnCl,
(-Fe+tMnCl, ), a diferencia de los que pertenecian al
tratamiento -Fe, presentan unos astrocitos mas hipertroficos
con procesos mas abundantes y alargados contactando unos
con otros mostrando una imbricacion, por lo tanto, ocupando
un espacio mayor del neuropilo ( Fig. 18E y Fig. 18F ).

Con respecto al tratamiento MnCl,, el tratamiento
-Fe+MnCl, se distingue basicamente en que los astrocitos son
de mayor tamafio y procesos muy desarrollados, con un cuerpo
considerablemente engrosado y procesos con alto grado de
ramificacién e imbricacion o contactos entre ellos ( Fig. 18D y
Fig.18F ).

Los animales a los que se les inyect6 desferroxamina y
se alimento con dieta carente en hierro ( -Fe+D ) mostraron, a
diferencia de los controles y los tratados con dieta desprovista
de hierro ( -Fe ), astrocitos con bastantes signos de
degeneracion ( Fig. 18G ), al igual que le ocurre al grupo de
tratamiento al que ademds se le inyectd6 MnCl,

( -Fe+D+MnCl, ) ( Fig. 18H).

134



Figura 18

135



RESULTADOS

Fig. 18. Inmunorreactividad frente a GFAP en estriado en
animales controles y en animales tratados.

( A) Animales controles ( B) Animales con dieta desprovista
de hierro, tratados con desferroxamina y MnCl, ( C ) Alta
magnificacion correspondiente al asterisco de la Figura A
( D) Animales tratados con MnCl, ( E ) Animales alimentados
con dieta desprovista de hierro ( F ) Animales alimentados
con dieta desprovista de hierro y tratados con MnCl,
( G ) Animales alimentados con dieta desprovista de hierro y
tratados con desferroxamina ( H ) Alta magnificacion

correspondiente al asterisco de la Figura B.
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B.- Sustancia negra

En todos los tratamientos se incrementaron los astrocitos
con respecto a los controles, produciéndose el aumento mayor
en la astroglia de la SN con el tratamiento -Fe+D+MnCl,
( 226% respecto a los controles ). Ademads, también se vio un
aumento significativo con respecto al control en los distintos
grupos de tratamiento: MnCl, ( 202 % ); -Fe ( 168 % );
-Fe+MnCl, ( 186 % ); -Fe+D (204 % ) ( Figura 17).

En relacion a la morfologia, los astrocitos de los
animales controles muestran cuerpo y procesos pequefios y
poco engrosados ( Fig. 19C ). El tratamiento con MnCl, a la
dosis alta de 20 mg/kg/ dia ( MnCl, ) produjo una hiper-
proliferacion astrocitaria, mostrando estos astrocitos una
reduccion de tamafio con respecto a los controles ( Fig. 19D ) .

En los animales alimentados con dieta desprovista de
hierro (-Fe ) se observan astrocitos de mayor tamafio con
respecto a los controles que muestran hipertrofia y procesos
engrosados con ramificaciones, con la apariencia de astrocitos
reactivos ( Fig. 19E).

A su vez, cuando se alimentan animales con dicta
carente en hierro y MnCl, (-Fe+MnCl, ), a diferencia de los
tratados unicamente con dieta desprovista de hierro (-Fe ), se

observan astrocitos con menos contactos entre ellos cuyas
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prolongaciones son menos abundantes y mas cortas,
asemejandose a los controles. Ademas, los animales sometidos
al tratamiento -Fe+MnCl, poseen una astroglia que muestra un
grado mayor de hipertrofia que los animales tratados
solamente con MnCl, ( Fig. 19F ).

Cuando se alimenta animales con una dieta desprovista
de hierro y se les inyecta desferroxamina (-Fe+D ) se pueden
observar astrocitos muy hipertréficos y con muchas
ramificaciones, que se diferencian del grupo tratado con dieta
desprovista de hierro (-Fe ) en que poseen pocos contactos
entre si, es decir, no estan imbricados ( Fig. 19G).

Finalmente, podemos afirmar que no se aprecian diferencias
morfoldgicas en los astrocitos cuando los tratamientos son -

Fe+D y -Fe+D+MnCl, ( Figs. 19Gy 19H ) .
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Fig. 19. Inmunorreactividad frente a GFAP en SN en animales
controles y tratados.

( A') Animales controles ( B ) Animales con dieta desprovista
de hierro, tratados con desferroxamina y MnCl, ( C ) Alta
magnificacion correspondiente al asterisco de la Figura A
( D) Animales tratados con MnCl, ( E ) Animales alimentados
con dieta desprovista de hierro ( F ) Animales alimentados con
dieta desprovista de hierro y tratados con MnCl, ( G )
Animales alimentados con dieta desprovista de hierro y
tratados con desferroxamina ( H ) Alta magnificacion

correspondiente al asterisco de la Figura B.
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3.1.3. Morfologia de la astroglia en la corteza.

La tultima estructura cerebral en la cual evaluamos los
cambios morfologicos de la astroglia producidos por los
diferentes tratamientos fue la corteza. Asi pues, al estudiar las
distintas zonas de la misma se observaron las diferencias mas
significativas en las capas 1 y 2 de la corteza prefrontal, en la

corteza cingulada anterior, asi como en la corteza piriforme

( Figura 20).

&‘E J«\_/ / %\/\L

Fig. 20. Localizacion de las distintas zonas de la corteza cerebral. El
asterisco marca las capas 1 y 2 de la corteza prefrontal respectivamente,
la corteza cingulada anterior ( Cgl ), asi como la localizacién de la
corteza piriforme ( CP ).

El nivel de la seccion fue el nivel 19 del atlas de cerebro de rata de

Swanson ( Swanson, L.M. 1998 ).

141



RESULTADOS

De forma general, se produjo un aumento de la astroglia
en las distintas zonas de corteza cerebral con todos los
tratamientos, si bien es importante destacar que el aumento
mas significativo de la misma se produjo con el tratamiento
-Fe+D+MnCl..

Analogamente, los mayores cambios morfologicos
respecto a los controles se observaron en los animales
alimentados con dieta carente en hierro, a los cuales también
se tratd con desferroxamina y con MnCl, ( -Fe+D+MnCl, ),
que presentaron unos astrocitos reactivos hipertroficos y
procesos muy engrosados y abundantes respecto a los
controles en las capas 1 y 2 de la corteza prefrontal ( Figs.
21B y 21C ), en la corteza cingulada anterior ( Fig. 21F ), asi
como en la corteza piriforme ( Fig. 22B ).

Asimismo, en la corteza prefrontal de los animales con
el tratamiento -Fe+D+MnCl, se observo una dilatacion de los
vasos sanguineos y se apreciaron astrocitos perivasculares
tapizando el endotelio capilar ( Fig. 21D ).

Por otra parte, la corteza piriforme de los animales tratados
con -Fe+tD+MnCl, presentaba wuna astroglia reactiva
hipertréfica con signos de degeneracion, siendo importante
destacar el avance de la astroglia hacia la zona interior de la

misma ( Fig. 22B).
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Fig. 21. Inmunorreactividad frente a GFAP en la corteza
prefrontal ( Fr1-Fr2 ) y en la corteza cingulada anterior ( Cgl )
de animales controles y en animales alimentados con dieta
desprovista de hierro a los que se ha inyectado desferroxamina
y ademds se ha tratado con MnCl,. El esquema muestra la
seccion coronal del nivel 19 del atlas de cerebro de rata de
Swanson ( Swanson, L.M., 1998 ). El asterisco corresponde a
la corteza prefrontal ( Frl-Fr2 ) y a la corteza cingulada
anterior ( Cgl ).

( A ) Animales controles en la corteza prefrontal ( B )
Animales con dieta desprovista de hierro, tratados con
desferroxamina y MnCl, en la corteza prefrontal ( C ) Alta
magnificacion correspondiente al asterisco de la Figura B. La
flecha muestra un vaso sanguineo dilatado caracteristico en la
corteza prefrontal en animales tratados con -Fe+D+MnCl,
( D ) Seccion longitudinal de un vaso sanguineo donde se
aprecia la dilatacion del mismo y la presencia de astrocitos
perivasculares contactando con el mismo ( flecha ) tras el
tratamiento -Fe+D+MnCl, ( E ) Animales controles en la
corteza cingulada anterior ( Cgl ) ( F ) Animales con dieta
desprovista de hierro, tratados con desferroxamina y MnCl, en

la corteza cingulada anterior ( Cgl ).
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Fig. 22. Inmunorreactividad frente a GFAP en la corteza
piriforme de animales controles y en animales alimentados con
dieta desprovista de hierro a los que se ha inyectado
desferroxamina y ademas se ha tratado con MnCl,. El esquema
muestra la seccidon coronal del nivel 19 del atlas de cerebro de
rata de Swanson ( Swanson, L.M., 1998 ). El asterisco
corresponde a la corteza piriforme ( CP ).

( A ) Animales controles en la corteza piriforme ( B )
Animales con dieta desprovista de hierro, tratados con

desferroxamina y MnCl, en la corteza piriforme.
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w o= h -3

Microglia residente Microglia reactiva Microglia fagocitica
( Ramificada ) (activada ) ( macréfagos cerebrales )

N

%

Microglia hiper- ramificada
( estado intermedio)

Fig. 23. Plasticidad funcional de la microglia. Las neuronas dafiadas
inducen a la microglia residente a convertirse en microglia activada
mediante la emision de sefiales indicadoras de dafio y el grado de
activacion microglial dependera de la severidad del dafio neuronal en
cuestion. Los dafios mas leves s6lamente producen hiper-ramificacion de
la microglia ( Wilson y Molliver, 1994 ), sin embargo la mayoria de los
dafos neuronales producen el cambio de la microglia residente en
microglia reactiva. Si se produce la muerte neuronal, la microglia se
transforma en macréfagos cerebrales que eliminan las células muertas.
Si, por el contrario, el daio neuronal cesa, la microglia hiper-ramificada
y la reactiva pueden revertir de nuevo a la forma original de microglia
residente; En cambio, la microglia que pasé al estadio de macréfagos

cerebrales no pueden revertir a microglia residente sino que muere.
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Fig. 24. Cuantificacion de las células inmunopositivas frente a OX-42 en
estriado. El contaje se realizé desde la zona medial hacia la lateral. Los
resultados estan expresados como células/mm” y los niimeros son media +
desviacion estandar de cuatro experimentos independientes. Significacion
estadistica mediante ANOVA de una via seguida de test de LSD: a,
comparado con el control; b, comparado con MnCl,; ¢, comparado con
-Fe; d, comparado con -Fe+MnCl,; e, comparado con -Fe+D; f, comparado

con -Fe+D+MnCl,; p<0.001.
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Fig. 25. Cuantificacion de las células inmunopositivas frente a
OX- 42 en SN. El contaje se realizé desde la zona medial hacia
la lateral. Los resultados estan expresados como células/mm’ y
los niimeros son media + desviacion estandar de cuatro
experimentos  independientes.  Significacion  estadistica
mediante ANOVA de una via seguida de test de LSD: a,
comparado con el control; b, comparado con MnCl, ; ¢,
comparado con -Fe; d, comparado con -Fe+MnCl,; e,
comparado con -Fe+D; f, comparado con -Fe+D+MnCl,;
p<0.001.
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3.1.5. Morfologia de 1a microglia en estriado y SN.
Estriado

Se observé un aumento generalizado de la microglia en
estriado con todos los tratamientos. No obstante, con el
tratamiento -Fe+D+MnCl, se produjo el aumento mas
significativo en el numero de microglia en estriado ( 230 %
respecto a los controles ). También se encontré6 un aumento
significativo en el numero de microglia respecto a los
controles en los siguientes tratamientos: C+MnCl, ( 191 % );
-Fe ( 158 % ); -FetMnCl, ( 180 % ); -FetD ( 205 % )
( Figura 24).

La microglia que se observa en el estriado de animales
controles es de las caracteristicas descritas de la microglia
residente, es decir, su cuerpo celular es pequefio y posee
abundantes procesos ( Figura 26A ).

En cambio, los animales alimentados con dieta carente
en hierro a los que se les inyect6 desferroxamina y MnCl,
( -Fe+D+MnCl, ) presentaban una microglia de mayor tamafo
con respecto a los controles y a los demas tratamientos, hiper-

ramificada y con procesos engrosados ( Figura 26B ).
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Asimismo, el tratamiento con dieta desprovista de hierro
y ademas desferroxamina ( -Fe+D ) mostrd en estriado una
microglia muy desarrollada, de cuerpo muy engrosado y
procesos muy cortos y gruesos presentando, asi pues, mayor
grado de activacion microglial que el tratamiento sélamente
con dieta carente en hierro ( -Fe ), si bien sus procesos eran
menos ramificados que los observados con el tratamiento
-Fe+D+MnCl, ( Fig. 26C).

Por otra parte, los animales tratados con MnCl,
( MnCl, ) mostraban claramente una microglia activada, con
un cuerpo celular de mayor tamafio y procesos mas cortos y
engrosados con respecto a los controles, aunque su tamafo era
menor que el de la microglia observada en los animales
tratados con -Fe+D y con -Fe+D+MnCl, ( Figura 26D ).

Los animales tratados con dieta desprovista de hierro
(-Fe ) poseian también una microglia activada, aunque
presentando un mayor grado de ramificaciébn que con el
tratamiento MnCl, ( Figura 26E ).

Finalmente, es importante destacar que el tratamiento
con dieta carente en hierro y ademas MnCl, ( -Fe+MnCl, )
daba lugar a una microglia de similares caracteristicas
morfologicas que la mostrada por los animales alimentados

con dieta carente de hierro ( Fig. 26E ).
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Fig. 26. Inmunorreactividad frente a OX-42 en estriado en
animales controles y en animales tratados.

( A) Animales controles ( B ) Animales alimentados con dieta
desprovista de hierro, tratados con desferroxamina y MnCl,
( C ) Animales alimentados con dieta carente en hierro y
tratados con desferroxamina ( D ) Animales tratados con
MnCl, ( E ) Animales alimentados con dieta desprovista de

hierro.
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B.- Sustancia Negra

Analogamente a lo que se observo en estriado, también
en la SN se encontrd un aumento generalizado de la microglia
con todos los tratamientos, produciéndose el mayor aumento
con el tratamiento -Fe+D+MnCl, respecto a los controles
( 201% ). Ademads, también se pudo observar un aumento
significativo en el numero de microglia respecto a los
controles con los siguientes tratamientos: MnCl, ( 182 % );
-Fe ( 158 % ); -Fe+tMnCl, ( 170 % ); -Fe+D ( 185 % )
( Figura 25)).

Los animales controles muestran una morfologia estelar
tipica de la microglia residente cuyo cuerpo celular es pequefio
y posee procesos abundantes ( Figs. 27A y 27C).

Sin embargo, el tratamiento con MnCl, ( MnCl, ) dio
lugar a una microglia activada con un cuerpo celular y
prolongaciones engrosadas ( Fig. 27D ).

El tratamiento con dieta desprovista de hierro ( -Fe )
muestra una microglia activada muy desarrollada, cuyo cuerpo
celular y prolongaciones son mas engrosadas que con el

tratamiento MnCl, ( Fig. 27E ).
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Por otra parte, es importante destacar que los animales
alimentados con dieta carente en hierro y tratados con MnCl,
( -FetMnCl, ) presentan una microglia de morfologia hiper-
ramificada ( Fig. 27F ).

Los animales alimentados con dieta desprovista de
hierro que han sido tratados con desferroxamina (-Fe+D)
muestran en la SN una microglia activada que, a diferencia de
la observada tras el tratamiento MnCl, y -Fe, posee mayor
tamafio, y se caracteriza por ser muy desarrollada con un
cuerpo celular y procesos mas engrosados ( Fig. 27G).

Asimismo, se puede observar que el tratamiento con
dieta carente de hierro, desferroxamina y MnCl,
(-Fe+D+MnCl,) produce una microglia activada con

morfologia similar a -Fe+D ( Fig. 27H).
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Fig. 27. Inmunorreactividad frente a OX-42 en SN en animales
controles y en animales tratados.

( A ) Animales controles ( B ) Animales alimentados con dieta
carente de hierro, tratados con desferroxamina y MnCl,
( C ) Alta magnificacion correspondiente al asterisco de la
Figura A ( D ) Animales tratados con MnCl, ( E ) Animales
alimentados con dieta desprovista de hierro ( F ) Animales
alimentados con dieta desprovista de hierro y tratados con
MnCl, ( G ) Animales alimentados con dieta desprovista de
hierro y tratados con desferroxamina ( H ) Alta magnificacion

correspondiente al asterisco de la Figura B.
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3.2. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DEL ESTRES
OXIDATIVO.

Las macromoléculas endogenas modificadas por
oxidaciéon se pueden emplear como indicadores de estrés
oxidativo, ya que tanto las proteinas, como el ADN y los
lipidos  sufren modificaciones quimicas por esta causa
( Stadtman, 1993 ).

Las modificaciones de las proteinas y los
polinucleotidos pueden producirse de dos formas:

a) Reacciones de adicién producidas por productos
intermedios de la peroxidacion lipidica altamente
reactivos.

b) Modificaciones  oxidativas  directas de las
macromoléculas.

En el caso de las proteinas, potentes agentes oxidantes
como el radical hidroxilo modifican directamente los grupos
amino de las cadenas peptidicas, dando lugar a aminoacidos
alterados que se pueden emplear para valorar el dafio oxidativo
( Stadtman, 1993 ). Por otra parte, existe una modificacion de
las proteinas que se considera especifica de dafio oxidativo,
que es la formacion de grupos carbonilos ( Levine y col.,
1994 ). Asi pues, la 2,4-DNPH reacciona con los grupos
carbonilos y se puede utilizar como marcador del dafio

oxidativo de las proteinas ( Szweda y col., 1993 ).
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La 2,4-DNPH derivatiza los grupos carbonilos en las
biomoléculas, dando lugar a la adicidén del grupo dinitrofenil
(DNP) al grupo carbonilo contenido en las biomoléculas
oxidadas. Cuando se asocia la reaccién quimica de la 2,4-
DNPH a una técnica inmunocitoquimica para detectar la union
del grupo DNP se marcan aductos de DNP en los grandes
vasos sanguineos y también en los cuerpos celulares
neuronales aunque en menor intensidad.

Se ha podido observar de forma cualitativa, mediante
tincién inmunohistoquimica de grupos carbonilos con
dinitrofenilhidracina, una oxidacion de proteinas mayor en los
animales alimentados con dieta desprovista de hierro y
tratados con desferroxamina y MnCl, con respecto a los
controles.

Este hecho se ha producido en las diversas
estructuras estudiadas: el estriado, la SN y la corteza,
obteniéndose un destacado marcaje de proteinas oxidadas en el
parénquima y en el endotelio de los vasos sanguineos, asi
como parece ser que también se han tefiido proteinas oxidadas
expresadas por los astrocitos perivasculares. Ademads, es
importante destacar que también se aprecia una cierta
dilatacién vascular debido, probablemente, al efecto del
manganeso en la produccion de o6xido nitrico mediante

activacion de la enzima iNOS ( Figs. 28,29y 30).
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Fig.28. Inmunohistoquimica de oxidacion de grupos
carbonilos en el estriado en animales controles y en animales
alimentados con dieta desprovista de hierro a los que se ha
inyectado desferroxamina y ademads se ha tratado con MnCls,.

( A) Animales controles ( B ) Animales con dieta desprovista
de hierro, tratados con desferroxamina y MnCl, ( C ) Alta
magnificacion correspondiente al asterisco de la Figura A
( D ) Alta magnificacion correspondiente al asterisco de la
Figura B. Se muestran vasos sanguineos dilatados cuyo

endotelio aparece marcado por la presencia de proteinas

oxidadas ( flechas ).
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Fig.29. Inmunohistoquimica de oxidacion de grupos
carbonilos en la SN en animales controles y en animales
alimentados con dieta desprovista de hierro a los que se ha
inyectado desferroxamina y ademas se ha tratado con MnCl..

A, B, C, D, Ver Figura 28. Se muestran vasos sanguineos
dilatados cuyo endotelio aparece marcado por la presencia de

proteinas oxidadas ( flechas ).
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Fig. 30. Inmunohistoquimica de oxidacion de grupos
carbonilos en la corteza prefrontal en animales controles y en
animales alimentados con dieta desprovista de hierro a los que
se ha inyectado desferroxamina y ademas se ha tratado con
MnCl,.

( A ) Animales controles ( B ) Animales con dieta desprovista
de hierro, tratados con desferroxamina y MnCl, ( C ) Alta
magnificacion correspondiente al asterisco de la Figura B.
Se muestran vasos sanguineos dilatados cuyo endotelio

aparece marcado por la presencia de proteinas oxidadas

( flechas ).
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4. ESTUDIO DE LA RELACION ENTRE LOS
CAMBIOS HISTOLOGICOS A NIVEL CEREBRAL Y
EL ESTRES OXIDATIVO EN SUERO Y TEJIDOS
INDUCIDOS POR LOS DISTINTOS TRATAMIENTOS.

Paralelamente al estudio inmunohistoquimico, se
determinaron una serie de marcadores de estrés oxidativo en
suero y en diversos érganos ( higado, corazon, bazo y rifion )
de estas ratas pertenecientes al experimento con dietas
sintéticas.

Asi pues, se midieron perdxidos lipidicos y MDA como
indicadores de oxidacion lipidica, grupos carbonilos,
marcadores de oxidacion de proteinas y la capacidad
antioxidante, para valorar una posible correlacion entre los
citados parametros y las cuantificaciones de astroglia y
microglia realizadas en el estriado y en la SN asi como con las
caracteristicas histologicas observadas tras los distintos

tratamientos.

4.1. PARAMETROS DE ESTRES OXIDATIVO EN
SUERO Y TEJIDOS.
4.1.1. Peroxidos lipidicos.

En el suero se observd que la mayor cantidad de
peroxidos lipidicos lo presentaban los animales alimentados
con una dieta provista de hierro a los que se les habia

inyectado MnCl, ( 2.87 veces respecto a los controles ).

( Tabla 1).
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Un aumento significativo, aunque menor, se observo en
el grupo tratado con dieta carente de hierro y con MnCl,
( -Fet+MnCl, ), asi como los animales alimentados con dieta
desprovista de hierro a los que se ha tratado con
desferroxamina y MnCl, ( -Fe+D+MnCl, ).

Los animales tratados con dieta desprovista de hierro
( -Fe ) y los animales pertenecientes al grupo de tratamiento
-Fe+D tenian una menor cantidad de peroxidos lipidicos en el
suero con respecto a los controles.

Resultd bastante significativo el hecho de que los
animales alimentados con dieta provista de hierro a los que se
habia inyectado MnCl, ( MnCl, ) presentaron la mayor
concentracion de peroxidos lipidicos respecto a los controles
en los organos estudiados asi como en el suero. Ademads, es
importante destacar que el higado y el rifién presentan un
mayor aumento de peroxidos lipidicos que los demdas 6rganos
estudiados y que el suero ( 14.12 y 14.31 veces respecto a los
controles, respectivamente ).

Por otra parte, los tratamientos en los que se observa la
menor concentracion de perdxidos lipidicos fueron -Fe+D en
el higado, corazén y rifion ( 0.200+0.03, 0.26+0.030 y
0.25+0.010 nmoles/mg proteina, respectivamente ) y
-Fe+D+MnCl, en el bazo ( 0.235+0.020 nmoles/mg proteina ).
(Tabla1).
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Suero Higado Bazo Corazén Rifnén

TRATAMIENTO
CONTROL 1,175+0,095 0,255+0,005 0,770+0,090 2,450+ 0,350 0,255+ 0,005
-Fe 0,825+0,065 0,250+0,020 0,775+0,095 1,100 +0,010* 1,252 + 0,020*
-Fe+MnClI, 1,760 + 0,100* 2,005 + 0,005* 1,560 + 0,300* 5,500 + 0,500* 1,800 + 0,200*
MnCl, 3,360 + 0,280* 3,600 +0,100* 1,900 + 0,100* 6,730 + 0,300* 3,650 + 0,150*
(2,87 veces) (14,12veces) (2,47 veces) (2,75veces) (14,31 veces)
-Fe+D 0,875+ 0,100 0,200 +0,03 0,440 + 0,040* 0,260 + 0,030* 0,250 + 0,010
-Fe+D+MnCl; 1,902 £ 0,060* 0,210+ 0,020 0,235+ 0,020* 0,730 +0,080* 0,280 + 0,110

Tabla 1. Niveles de Peroxidos lipidicos en el suero y en los
organos higado, bazo, corazén y rifiébn de los animales
pertenecientes al experimento con dietas sintéticas. Los
resultados estan expresados en nmoles peroxidos lipidicos/
mg proteina y los valores son la media = desviacion estandar
de cuatro experimentos independientes. La significacion
estadistica se calculd6 mediante t de Student: *, p< 0.05

comparando con los valores controles.
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4.1.2. MDA.

En el suero se observo que la mayor concentracion de
MDA la presentaron los animales pertenecientes al tratamiento
-Fe+D+MnCl, (3.67 veces respecto a los controles).( Tabla 2 ).

Los animales alimentados con dieta provista de hierro a
los que se les ha inyectado MnCl, ( MnCl, ) y los animales
alimentados con dieta carente en hierro también tratados con
MnCl, ( -Fe+ MnCl, ) mostraron aumentos significativos de
MDA (0.495+£0.025 y 0.502+0.027 nmoles/mg proteina,
respectivamente).

Finalmente, los grupos de tratamiento que produjeron
mayor concentracion de MDA en el suero fueron -Fe+D y
-Fe+D+MnCl, ( 0.740+0.020 y 1.100+0.040 nmoles/
mg proteina, respectivamente ).

Andlogamente a lo observado en la determinacién de los
perdxidos lipidicos también fue bastante significativo que los
animales alimentados con dieta provista de hierro y tratados
con MnCl, ( MnCl, ) presentaron las mayores cantidades de
MDA respecto a los controles en los organos estudiados,
aunque no sucedid asi en el suero. Ademds es importante
sefialar el gran aumento que experimenté el nivel de MDA en
el corazon con el citado tratamiento adquiriendo un valor de
1.450+0.250 nmoles/mg proteina ( 27.88 veces el nivel de los
controles ). Por otra parte, higado, bazo y riién mostraron un

aumento de 3.39, 2.89 y 3.95 veces respecto a los controles.
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Suero Higado Bazo Corazén Rinén

TRATAMIENTO
CONTROL 0,300 £ 0,030 0,230+0,012 0,382+0,005 0,052+0,010 0,222+ 0,025
-Fe 0,325+0,006 0,222+0,017 0,415+0,0056 0,076+0,005 0,325+0,015
-Fe+MnCl, 0,502 £ 0,027* 0,285 +0,040 0,735+0,015* 0,770 £ 0,065* 0,445 + 0,065*
MnCl, 0,495 + 0,025* 0,782+0,15* 1,100 + 0,030* 1,450 + 0,250* 0,875 + 0,032*
(3,39 veces) (2,89veces) (27,88veces) (3,95veces)
-Fe+D 0,740 + 0,020* 0,270+0,015 0,270+0,013* 0,075+0,005 0,370+ 0,010
-Fe+D+MnCl, 1,100 £ 0,040* 0,340+0,017 0,420 +£0,012 0,550 +0,030* 0,460 + 0,020*

(3,67 veces)

Tabla 2. Niveles de MDA en el suero y en los 6rganos
higado, bazo, corazon y rifion de los animales pertenecientes al
experimento con dietas sintéticas. Los resultados estan
expresados en nmoles MDA/ mg proteina y los valores son la
media =+ desviacion estandar de cuatro experimentos

independientes. La significacion estadistica se calculd
mediante t de Student: *, p< 0.05 comparando con los valores

controles.
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4.1.3. Grupos carbonilos.

El mayor nivel de grupos carbonilos, marcador de
oxidacion proteica, en el suero lo mostrd el grupo de
tratamiento -Fe+D+MnCl, (23290 = 1860 nmoles/ mg
proteina, 1.58 veces respecto a los controles ) ( Tabla 3 ),
habiéndose observado ademdas en el estudio inmunhisto-
quimico que ese tratamiento es el que ejerce mayor efecto en
las estructuras cerebrales analizadas.

Los grupos de tratamiento -Fe, MnCl, y -Fe+D
mostraron 21142 + 5297, 19562 + 356 y 20900 + 1860
nmoles/mg proteina respectivamente. Finalmente, los animales
alimentados con dieta carente de hierro y tratados con MnCl,
( -Fe+MnCl, ) asi como los animales controles presentaron la
menor concentracion de grupos carbonilos en el suero
(17995 £ 578 y 14786 + 639 respectivamente ).

Es importante destacar que el mayor incremento del
nivel de grupos carbonilos respecto a los controles en el
higado se produce con el tratamiento -Fet+D+MnCl,
( 1.38 veces respecto a los controles ), al igual que sucede en el
suero, mientras que en el corazéon ocurre con el tratamiento

-Fe+D ( 1.66 veces respecto a los controles ).
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También resulta interesante destacar que el bazo y el rifion
presentan un elevado nivel basal de grupos carbonilos
( 22000 = 4444 y 12476 + 1481 nmoles/mg proteina
respectivamente ), observandose una disminucion del nivel de
grupos carbonilos con los distintos tratamientos en el bazo y
en el rifion, excepto en este ultimo con el tratamiento
-Fe+D+MnCl,, que experimenta un leve incremento respecto a

los controles ( 13100 + 2220 nmoles/mg proteina ).( Tabla 3 ).
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Suero Higado Bazo Corazén

TRATAMIENTO
CONTROL 14786 + 639 9968 £+ 269 22000 + 4444 15340 + 1390
-Fe 21142 £5297% 7936 +897 15142 +2648* 22920 + 1100*
-Fe+MnCl, 17995 + 578 9142 £ 3771 15312 £1092*% 14990 + 2710
MnCl, 19562 + 356* 13121+ 1597 15841 + 134* 23020 + 1870%
-Fe+D 20900 + 370* 12170+ 1900 15520 + 3230* 25530 + 2170*
(1,66 veces )
-Fe+D+MnCl, 23290 + 1860* 18250 + 238* 17200 + 1910* 19950 + 1886*

(1,58 veces )

(1,83 veces )

Rifién

12476 + 1481

7873 + 269*

5428 + 673*

6338 + 1331*

10850 + 1950

13100 + 2220

Tabla 3. Niveles de grupos carbonilos en el suero y en los
organos higado, bazo, corazén y riién de los animales
pertenecientes al experimento con dietas sintéticas. Los
resultados estan expresados en nmoles grupos carbonilos/ mg
proteina y los valores son la media + desviacion estandar de
cuatro experimentos independientes. La significacion
estadistica se calculd6 mediante t de Student: *, p< 0.05

comparando con los valores controles.
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4.1.4. Capacidad antioxidante.

Debido a que el manganeso es considerado por algunos
autores como un efectivo scavenger de radicales libres
( Gerber y col., 2002 ), lo que le confiere una accion
antioxidante ( Chang y Kosman, 1989 ) consideramos de gran
interés determinar la capacidad antioxidante en suero y los
organos sistémicos higado, bazo, corazon y rifiéon con los
distintos tratamientos.

Se observo en el suero un aumento generalizado de la
capacidad antioxidante respecto a los controles (29.53 + 1.28
meq Trolox/mg proteina ) con todos los tratamientos excepto
con -Fe+D+MnCl, , donde se produjo un leve descenso de la
misma ( 28.48 = 12.8 meq Trolox/mg proteina ). No obstante,
el grupo de animales alimentados con dieta provista de hierro a
los que se habia inyectado MnCl, mostraron la mayor
capacidad antioxidante en el suero ( 56.14 + 3.01 meq Trolox/
mg proteina ).

En el higado todos los grupos mostraron un incremento
de la capacidad antioxidante respecto a los controles
(6230 + 5.77 meq Trolox/mg proteina), siendo los
tratamientos -Fe+D y -Fe+D+MnCl, los que presentaron
mayor elevacion de este parametro ( 116.81 = 6.1 y 100 = 5.4

meq Trolox/ mg proteina, respectivamente ).
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Al estudiar la capacidad antioxidante en el bazo con los
distintos tratamientos se encontré un aumento de la misma
respecto a los controles (83.40 + 1.66 meq Trolox/mg
proteina) excepto en el grupo de animales alimentados con
dieta provista de hierro a los que se ha inyectado MnCl, y los
animales pertenecientes al grupo -Fe+D+MnCl,, que muestran
una disminucion de la capacidad antioxidante ( 72.83 £ 6.45 y
78.62 + 5.82 meq Trolox /mg proteina respectivamente ).

En el corazén todos los tratamientos dan lugar a un
descenso de la capacidad antioxidante respecto a los controles
(136.20 = 7.07 meq Trolox/ mg proteina), si bien es importante
sefalar que la mayor disminucién se produjo con los
tratamientos -Fe+D y -Fe+D+MnCl,, que presentaron unos
niveles de 89.94 £ 8.57 y 95.01 £+ 9.4 meq Trolox/mg proteina

respectivamente ( Tabla 4 ).
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Suero Higado Bazo Corazén Rifnén

TRATAMIENTO
CONTROL 29,53+1,28 6230577 8340+166 13620%7,07 81,82%3,02
-Fe 4319+9,15*  6558+11,68 83,71+591 130,6+2525 96,0+7,05
-Fe+MnCl, 47,50 £ 11,09 64,03+ 14,44 934+394  111,3+17,84 87,17+ 12,61
MnCl, 56,14 £3,01* 88,18+4,74* 7283+6,45 131,57+19,66 69,85 6,59
-Fe+D 46,88 £2,15* 116,81 +6,1* 97,75+546* 89,94+857 72,81 £6,49
-Fe+D+MnCl, 28,48+12,8 100,56 +54* 7862+582  9501+94  77,83+1,84

Tabla 4. Capacidad antioxidante en el suero y en los 6érganos
higado, bazo, corazon y rifion de los animales pertenecientes al
experimento con dietas sintéticas. Los resultados estan
expresados en meq de Trolox/ mg proteina y los valores son la
media =+ desviacion estandar de cuatro experimentos

independientes. La significacion estadistica se calculd
mediante t de Student: *, p< 0.05 comparando con los valores

controles.
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4.2 ESTUDIO DE LA CORRELACION EXISTENTE
ENTRE LOS PARAMETROS MARCADORES DE
ESTRES OXIDATIVO EN LOS DISTINTOS ORGANOS
CON LOS DATOS DE CUANTIFICACION GLIAL DEL
ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO.

Para establecer si los cambios observados en estriado y
SN se podrian reflejar a nivel sistémico consideramos
necesario estudiar la posible correlacién existente entre los
distintos marcadores de estrés oxidativo y los niveles de
células inmunopositivas frente a GFAP y OX-42, indicadores
de reaccion glial en los distintos grupos de animales tratados
con las dietas sintéticas.

Asi pues, se estudio la correlacion entre los pardmetros
oxidativos: concentracion de peroxidos lipidicos, MDA,
grupos carbonilos, asi como la capacidad antioxidante en el
suero y en tejidos ( higado, bazo, corazén y riiién ) con los
niveles de células inmunorreactivas a GFAP y a 0X-42,
indicadores de la reaccion de la astroglia y la microglia
respectivamente en el estriado y en la SN, estructuras

implicadas en multiples procesos cerebrales degenerativos.
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4.2.1. Estudio de la correlacion de los parametros
oxidativos y los niveles de células inmunopositivas frente a
GFAP en estriado en los distintos tratamientos.

Tras estudiar la correlacion de los pardmetros oxidativos
en el suero y los o6rganos higado, bazo, corazon y rifion con la
cuantificacion de células inmunopositivas frente a GFAP en
estriado, se observd una correlacion estadisticamente
significativa entre el nivel de grupos carbonilos en el suero y la
citada cuantificacion de astroglia en estriado ( r= 0.835,

p=0.038 ). ( Tabla 5).
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RESULTADOS

Suero Higado Bazo
Perdxidos lipidicos-GFAP Estriado 0,353 0,258 0,015
0,492 0,62 0,977
MDA-GFAP Estriado 0,722 -0,021 0,242
0,104 0,967 0,644
Grupos carbonilos-GFAP Estriado 0.835 0,549 -0,804
0,038 0,258 0,053
Capacidad antioxidante-GFAP Estriado 0,382 0,638 0,027
0,454 0,172 0,959

Corazon

0,024
0,963

0,452
0,367

0,487
0,327

-0,686
0,132

Rifidn

0,247
0,636

0,535
0,273

-0,236
0,652

-0,302
0,559

Tabla 5. Correlacion entre los parametros oxidativos
estudiados en suero, higado, bazo y riiidén y la cuantificacion
de células inmunopositivas frente a GFAP en estriado en los
distintos grupos de tratamiento. En cada cuadro la primera
cifra corresponde al valor del coeficiente de correlacion (1) y

la segunda al valor de la significacidn estadistica (p ).
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4.2.2. Estudio de la correlacion entre los parametros
oxidativos y la cuantificacion de células inmunopositivas
frente a GFAP en la SN en los distintos grupos de
tratamiento.

En este caso, también se observd una correlacion
estadisticamente significativa en el suero, entre la
concentracion de grupos carbonilos y la cuantificacion de
células inmunopositivas frente a GFAP en la SN ( = 0.856,

p=0.029).( Tabla 6 ).
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Suero Higado Bazo

Perodxidos lipidicos-GFAP SN 0,377 0,241 -0,028
0,46 0,645 0,957

MDA-GFAP SN 0,766 0,378 0,227
0,075 0,459 0,664

Grupos carbonilos-GFAP SN 0,856 0,625 -0,754
0,029 0,185 0,083

Capacidad antioxidante-GFAP SN 0,342 0,696 -0,029
0,507 0,124 0,955

Corazon

-0,008
0,987

0,453
0,366

0,523
0,286

-0,693
0,126

Rifidn

0,226
0,666

0,553
0,254

-0,158
0,764

-0,373
0,465

Tabla 6. Correlacion entre los pardmetros oxidativos
estudiados en suero, higado, bazo y riiién y la cuantificacion
de células inmunopositivas frente a GFAP en SN en los
distintos grupos de tratamiento. En cada cuadro la primera
cifra corresponde al valor del coeficiente de correlacion (1) y

la segunda al valor de la significacion estadistica (p ).
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4.2.3. Estudio de la correlacion entre los parametros
oxidativos y la cuantificacion de células inmunopositivas
frente a OX-42 en el estriado.

Se ha observado una correlacion estadisticamente
significativa entre la concentracion de MDA en el suero y la
cuantificacion de células inmunorreactivas a OX-42 en el
estriado ( r= 0.844, p= 0.034 ). Igualmente se observo una
correlacion estadisticamente significativa entre el nivel de
grupos carbonilos en el suero y la cantidad de células
inmupositivas a OX-42 en el estriado ( r= 0.858, p= 0.028 ).
( Tabla 7).
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Suero Higado Bazo

Peréxidos lipidicos- OX-42 Estriado 0,319 0,146 -0,136
0,536 0,782 0,797

MDA- OX-42 Estriado 0,844 0,307 0,129
0,034 0,553 0,806

Grupos Carbonilos- OX-42 Estriado 0,858 0,693 -0,678
0,028 0,127 0,138

Capacidad antioxidante- OX-42 Estriado 0,234 0,749 0,0103
0,655 0,086 0,984

Corazon

-0,096
0,856

0,38
0,456

0,493
0,319

-0,771
0,072

Rifion

0,107
0,839

0,476
0,339

-0,035
0,947

-0,407
0,422

Tabla 7. Correlacion entre los parametros oxidativos
estudiados en suero, higado, bazo y rifién y la cuantificacion
de células inmunopositivas frente a OX-42 en estriado en los
distintos grupos de tratamiento. En cada cuadro la primera
cifra corresponde al valor del coeficiente de correlacion (1) y

la segunda al valor de la significacion estadistica ( p ).
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4.2.4. Estudio de la correlacion entre los parametros
oxidativos y la cuantificacion de células inmunopositivas
frente a OX-42 en la SN.

Al valorar la correlacion entre el nivel de grupos
carbonilos en el suero y en los distintos 6rganos estudiados y
la cuantificacion de microglia inmunopositiva frente a OX-42
en la SN se ha obtenido una correlacion estadisticamente
significativa entre las dos variables en el suero ( r= 0.865,

p=0.025). ( Tabla 8).
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RESULTADOS

Suero Higado Bazo
Peréxidas lipidicos- OX-42 SN 0,355 0,23 -0,033
0,488 0,661 0,95
MDA- OX- 42 SN 0,752 0,363 0,216
0,084 0,479 0,681
Grupos carbonilos- OX-42 SN 0,865 0,601 0,774
0,025 0,207 0,07
Capacidad antioxidante- OX-42 SN 0,353 0,689 -0,016
0,492 0,129 0,976

Corazon

-0,021
0,967

0,436
0,386

0,29
0,576

-0,69
0,129

Rifidn

0,224
0,669

0,541
0,267

-0,171
0,745

-0,347
0,499

Tabla 8. Correlacion entre los pardmetros oxidativos
estudiados en suero, higado, bazo y riiién y la cuantificacion
de células inmunopositivas frente a OX-42 en SN en los
distintos grupos de tratamiento. En cada cuadro la primera
cifra corresponde al valor del coeficiente de correlacion (1) y

la segunda al valor de la significacion estadistica (p ).
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1. ESTUDIO DE LA TOXICIDAD INDUCIDA POR EL
MANGANESO. MODELO EXPERIMENTAL DE
INTOXICACION CRONICA.

El manganeso es un elemento traza ubicado en todos los
tejidos que es necesario para el metabolismo de hidratos de
carbono, lipidos y proteinas. Asi pues, el manganeso es
esencial para un funcionamiento adecuado del sistema
inmunitario, la regulacién de la concentracion de la glucosa
sanguinea y la energia celular, el crecimiento del hueso,
defensa frente a la accion de los radicales libres y junto a la
vitamina K ayuda a la coagulacion de la sangre. Asimismo, el
manganeso actla como cofactor de varias enzimas entre las
que destacan la arginasa ( interviene en la formacion de la
urea ), glutamina sintetasa ( critica para el metabolismo
cerebral del amoniaco ), fosfoenolpiruvato descarboxilasa
( gluconeogénesis ) y manganeso superoxido dismutasa
( antioxidante ) ( Hurley y Keen, 1987 ).

Sin embargo, el manganeso también actia como un toxico
cerebral, de forma que su exposicion cronica conlleva la
acumulacion del mismo en el cerebro, especialmente en los
ganglios basales, lo que da lugar a alteraciones neuroldgicas
similares a la enfermedad de Parkinson ( Donaldson, 1987;

Ono y col.,1995 ; Aschner, 1997).
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La identificacion del compuesto 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina ( MPTP ), una heroina sintética que destruye
las neuronas dopaminérgicas de la SN, sugiri6 la hipdtesis del
papel toxico de determinados factores ambientales en la
etiologia de la EP. Asi pues, otros compuestos con homologia
estructural con el 1-metil-4-fenilpiridinio ( MPP" ), metabolito
activo del MPTP, como por ejemplo el herbicida 1-1"- dimetil-
4,4 -bipiridinio ( paraquat ), se han propuesto como posibles
factores de riesgo; De hecho, la exposicion laboral a paraquat
se ha asociado a parkinsonismo ( Discalzi y col., 2000; Liou y
col., 1997).

Ademas, el fungicida etilenbisditiocarbamato de
manganeso ( maneb ) disminuye la actividad locomotora
( Morato y col., 1989 ), potencia los efectos del MPTP
( Morato y col.,1989 ) y también se ha asociado con
parkinsonismo; asimismo, el compuesto metilciclopentadienil
tricarbonilo de manganeso ( MMT ), utilizado como aditivo en
la gasolina también se relaciona con este sindrome ( Lynam y
col., 1999).

Del mismo modo, la exposicion cronica al manganeso y
compuestos derivados dan lugar a encefalopatia hepatica
causando sintomas neuropsiquiatricos ( Chandra y col., 1983;
Yamada y col.,, 1986 ) que, a menudo, se manifiestan con

sintomas extrapiramidales parecidos a los de la EP, entre los
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que se encuentran bradiquinesia y distonia ( Barbeau y col.,
1984; Devenyi y col., 1994; Donaldson y col., 1987; Wang y
col., 1989 ).

La forma de administrar el manganeso, el compuesto de
manganeso empleado y la evaluacién del dafio producido por
¢éste varia de unos estudios a otros en funcioén del efecto a
valorar. Asi, en unos estudios se emplea la administracion de
manganeso en agua de bebida ( Ahmed Elbetieha y col., 2000;
Lai y col., 1992; Lai y col., 1999 ), mediante dietas sintéticas
( Dorman y col., 2001 ), por via parenteral ( Ono y col.,
1995 ), por via inhalatoria ( Brennedan y col., 2000; Newland
y col., 1999; Roels y col., 1997), por via intravenosa
( Zheng y col., 2000 ), mediante inyeccion intraperitoneal
( Chen y col., 2001; Roels y col., 1997; Serra y col., 2000 ) y
mediante inyeccidn intraestriatal ( Brouillet y col., 1993; Sloot
y col., 1994 ).

En relaciéon al compuesto de manganeso, los mas
utilizados son: MnCl, ( Ahmed Elbeticha y col., 2000;
Brennedan y col., 2000; Chen y col., 2001; Lai y col., 1992;
Lai y col., 1999; Roels y col., 1997; Zheng y col., 2000 ),
MnO, ( Roels y col., 1997 ), MnSO, ( Dorman y col., 2001;
Ranasinghe y col., 2000 ), MMT ( Zheng y col., 2000 ), maneb
( Thiruchelvam y col., 2000 ) y paraquat ( Thiruchelvam y
col., 2000 ).

189



DISCUSION

Considerando los estudios farmacocinéticos comparativos
entre MnCl, y MnO, ( Roels y col., 1997 ) y entre MnCl, y
MMT ( Zheng y col., 2000 ) hemos elegido el modelo de
intoxicacion cronica por MnCl, dada su mayor capacidad de
acumulacion en los tejidos, especialmente en estriado ( Roels
y col., 1997; Zheng y col., 2000 ).

Asimismo, se ha podido observar también wuna
variabilidad respecto a las dosis utilizadas en las diversas
investigaciones y a la edad de los animales considerados.
Ademads, se sabe que el manganeso modifica diferentes
marcadores de actividad monoaminérgica en el cerebro y que
este efecto es mayor en animales viejos ( Desole y col., 1994 ),
por lo que hemos empleado animales de 18 meses para valorar
los efectos del mismo en el metabolismo energético, sintesis
de determinadas enzimas y reaccion glial en el sistema
dopaminérgico nigro- estriado, otros sistemas dopaminérgicos
( N. Accumbens y AVT ), asi como en otras estructuras de los
ganglios basales.

Por otra parte, se ha demostrado que la disfuncién
mitocondrial es uno de los sucesos subyacentes en el proceso
de envejecimiento bioldgico, asi como en las enfermedades
neurodegenerativas ( Ames, 2004 ), y que los niveles de
sistemas antioxidantes se modifican con la edad sin seguir un
patrén determinado, tanto en cerebro como en Organos
sistémicos ( Kim y col., 2003 ), lo que significa un aumento

del estrés oxidativo en animales viejos.
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Asi pues, basandonos en este planteamiento empleamos
animales jovenes de 3 meses para la determinacion de
oxidacion proteica y lipidica en diversas estructuras cerebrales
y sistémicas.

Todo lo anteriormente descrito nos llevé a utilizar
como modelo de intoxicacion crénica por manganeso la
administraciéon de MnCl, por via intraperitoneal en ratas

durante 30 dias.
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2. EFECTO DEL MnCl, EN EL METABOLISMO
ENERGETICO. REACCION GLIAL EN SISTEMAS
DOPAMINERGICOS.

Inicialmente hemos administrado MnCl, a la dosis baja
de 6 mg/kg/ dia durante 30 dias para realizar el estudio de los
efectos del manganeso en el metabolismo celular. Partiamos de
la premisa de que el manganeso altera el metabolismo
energético mitocondrial a distintos niveles ( Brown y col.,
1999; Zheng y col., 1998 ). Con esta investigacion hemos
puesto de manifiesto que el tratamiento con manganeso
disminuye significativamente la actividad SDH en casi todas
las estructuras estudiadas ( estriado, SN, GP, N.Accumbens,
AVT y nucleos subtalamicos ). De hecho, es importante
destacar que el descenso de la actividad de la enzima SDH fue
de casi el 30% en la SN y en el estriado, y dada la implicacion
de estas estructuras cerebrales en el circuito de los ganglios
basales, este hecho podria explicar los sintomas
extrapiramidales ( distonia, hipoquinesia, rigidez y temblor ),
conocidos como parkinsonismo y descritos en la intoxicacion
cronica por manganeso. Por lo tanto, este hallazgo confirma el
hecho de que la inyeccién de manganeso en el estriado de rata
produce lesiones excitotoxicas mediante alteracion del
metabolismo energético ( Brouillet y col., 1993 ) y pone de

manifiesto otro mecanismo a través del cual el manganeso
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afecta a la mitocondria, ya que se acepta que interfiere en la
fosforilacion oxidativa inhibiendo la F1-ATPasa ( Gavin y
col., 1992; Gavin y col., 1999 ) y el complejo I ( Chen y col.,
2002 ), lo que conducira a la deplecién de ATP ( Chen y col.,
1999; Roth y col., 2000 ) .

Como se sabe, la alteracion de la cadena respiratoria
mitocondrial se traduce en un aumento de radicales libres de
oxigeno que puede conducir a una situacion de estrés
oxidativo, la cual, en ultima instancia, puede concluir con la
muerte celular ocasionada por necrosis o apoptosis ( Nicotera
y Orrenius, 1994 ).

Ademas, dado que la astroglia y las células microgliales
reaccionan ante las sefiales provenientes de las neuronas
( Giulian y col., 1989; Delacourte, 1990; Eclancher y col.,
1990; Mucke,1991; Perry y col., 1993; Gehrmann y col., 1995;
Kahn y col., 1995; Craig y col., 1996; Rabchevsky y col.,
1998; Mirza y col., 2000; De Nicola y col., 2003; Mrak y col.,
2005 ) esto las hace buenos indicadores de procesos que
implican dafio y degeneracion neuronal. Por lo tanto, fue
estudiada la reaccion glial tras el tratamiento con manganeso.

Para ello realizamos el estudio inmunocitoquimico de la
poblacidén astrocitaria 'y de la microglia después del

tratamiento con MnCl,.
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La reactividad astrocitaria se define primariamente
como un incremento en el nimero y en el tamafio de las
células que expresan GFAP y normalmente es provocado por
muchas formas diferentes de dafio neuronal.

Pudimos observar un aumento significativo de la
densidad de células inmunopositivas frente a GFAP en
relacion a los controles tanto en el estriado como en la SN, es
decir, tanto en la terminal como en la region del cuerpo
celular; es interesante destacar la existencia de un gradiente de
distribucion negativo o decreciente desde la zona medial hacia
la lateral en el estriado, de manera que la densidad de
astrocitos en el estriado medial fue aproximadamente el doble
de la que muestran los localizados en la parte lateral de este
area cerebral. Sin embargo, la SN fue méas homogénea y no
mostro un gradiente topografico caracteristico.

Por otra parte, no se produjo cambio en Ila
inmunorreactividad frente a GFAP en el AVT, en el N.
Accumbens ni en el GP, estructuras pertenecientes a otros
sistemas dopaminérgicos distintos del nigro- estriado.

En estudios previos se ha descrito la induccion de
astrocitosis por el manganeso ( Spranger y col.,, 1998 ).
Ademas, el manganeso administrado en ratas por via intranasal
durante 3 semanas produjo un aumento de los niveles de

GFAP y S-100 en los bulbos olfatorios.

194



DISCUSION

Asi pues, los cambios en la inmunorreactividad a GFAP se
consideran un indicador sensible de la reaccidn astrocitaria
ante cualquier dafio ocurrido en el tejido cerebral.
Andalogamente a lo observado en la astroglia, también se
observé un aumento de la microglia inmunorreactiva a
OX- 42, tanto en el estriado como en la SN, si bien se pudo
apreciar un gradiente descendente, aunque no estadisticamente
significativo, desde la zona medial hacia la lateral en ambas
estructuras. Por otra parte, las células microgliales presentaron
una morfologia caracteristica de la microglia activada e
incluso se pudieron observar células fagociticas en respuesta al
tratamiento con MnCl, en la SN y, sobre todo, en el estriado.
Estos cambios en la densidad y morfologia de las células
microgliales inducidos por manganeso se produjeron en estas
areas cerebrales especificamente, mientras que no se
observaron en otras regiones estudiadas como son el AVT, N.
Accumbens y el GP. La activacion microglial inducida por
manganeso en el sistema nigro-estriado podria ser una
consecuencia de un dafio tisular especifico, una activacion
especifica de células gliales o ambos. También se ha descrito
que niveles elevados de manganeso potencian la produccion de
oxido nitrico microglial como respuesta al lipopolisacardo
bacteriano ( LPS ), potente agente proinflamatorio; Esta
interesante actividad del manganeso no la poseen otros metales
de transicién como el hierro, cobalto, cobre y zinc ( Chang y

col., 1999).
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En este contexto, es importante destacar la presencia de
microglia reactiva en la SN de pacientes de EP ( Fiszer y col.,
2001 ), asi como esta respuesta también se ha descrito en
modelos animales de EP ( Castafio y col., 1998; Herrera y col.,
2000; Kohutnicka y col., 1998 ).Otro hecho importante es que
la SN contiene la mayor concentracion de microglia del
cerebro ( Lawson y col., 1990 ) y posee un tejido vascular
especifico que supone una barrera hematoencefilica ineficaz
(Ross y col., 1995).

Nuestros resultados son congruentes con la hipotesis que
afirma que el manganeso provoca un estimulo inflamatorio
para la SN y el estriado, que podria ser deletéreo para el
sistema nigro-estriado. De hecho, se sabe que la microglia y
los astrocitos activados secretan diferentes citoquinas
proinflamatorias y moléculas citotéoxicas como interleukina-1
( IL-1 ), Factor de Necrosis Tumoral ( TNF ) y 6xido nitrico
( NO) ( Benveniste y col., 1992; Chang y col., 1999; Chung y
col., 1990; Lieberman y col., 1989 ); Se ha descrito aumento
en la produccidon de estas sustancias por manganeso, el cual
induce la iNOS de la microglia ( Spranger y col., 1998 ) y los
astrocitos, aunque parece que el manganeso no es citotdéxico
para las células gliales.

Segun los estudios de Olanow y colaboradores ( 1996 ),
realizados en mono, el GP se afectaba al inicio de la
enfermedad por manganeso mostrando gliosis. También,

existen casos de parkinsonismo descritos en humanos donde se
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observa mayor intensidad de sefal en el GP y en la SN
mediante resonancia magnética (Katsuragi y col., 1996 ). Por
otra parte, Spadoni y colaboradores ( 2000 ) emplearon un
modelo de intoxicacion cronica por manganeso administrando
a ratas Wistar soluciones de Mn”>" en agua de bebida a la dosis
20 mg/ kg/ dia durante 3 meses y, al igual que en nuestro
estudio, tampoco se observo gliosis en el GP ni tampoco
pérdida neuronal. No obstante, en el estudio de Spadoni y
colaboradores ( 2000 ) las células del GP de animales tratados
resultaban extremadamente vulnerables en cultivo respecto a
las de los controles.

Este aumento , tanto de la densidad de la astroglia como
de la microglia, acompanados de cambios morfoldgicos,
indicadores de reactividad astroglial, en el estriado y en la SN,
a diferencia de las demas areas cerebrales estudiadas,
corroboran los estudios realizados por Roels y colaboradores
(1997 ), donde se pone de manifiesto la preferencia del MnCl,
por el estriado y nos hace pensar en una selectividad del
mismo por el sistema dopaminérgico nigro-estriado. Dado que
los cuerpos de las neuronas dopaminérgicas se encuentran en
la SNc y proyectan al estriado, estableciendo sinapsis mediante
el neurotransmisor DA, estos hallazgos nos orientan también

hacia la busqueda de una explicacion referente al metabo-
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lismo de la DA como principal mecanismo responsable de la
toxicidad crénica del MnCl,, ya que su implicacion se ha
postulado en diversas investigaciones ( Cuesta de Di Zio y

col., 1995; Miller y col., 1999; Serra y col., 2000 ).
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3. ESTUDIO DEL EFECTO DEL MANGANESO A
NIVEL DE NEUROTRANSMISION EN EL SISTEMA
DOPAMINERGICO NIGRO-ESTRIADO Y OTROS
SISTEMAS RELACIONADOS.

Dado que los cambios energéticos y la mayor
reactividad glial se observd en el estriado y la SN nos
centramos en determinar los posibles mecanismos a través de
los cuales el manganeso afecta al sistema dopaminérgico
nigro-estriado.

Asi pues, la activacion de las células gliales en respuesta
a la administracion de manganeso podria estar asociado con la
toxicidad de DA, puesto que las areas dopaminérgicas estaban
especialmente afectadas. Se acepta que la DA puede ejercer
efectos neurotdxicos a través del metabolismo enzimatico
formando H,0, que puede dar lugar a RL en presencia de
metales (Olanow y col., 1999; Spina y col.,1989 ) o también
puede autooxidarse produciendo varios compuestos reactivos
( Halliwell y col., 1984; Stokes y col., 1999 ); de hecho, Linert
y col ( 1996 ) han mostrado que el Mn ( II ) aumenta
significativamente el rango de auto-oxidacion de la DA in
Vitro.

También se ha descrito que el manganeso, ademdas de
favorecer la autooxidaciéon de la DA también potencia la

autooxidacion del precursor de la misma, L-DOPA, en células
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en cultivo y en estudios con ratas empleando la técnica de
microdialisis ( Serra y col., 2000 ).

Parece ser que el manganeso altera la liberacion y/o
permanencia de la DA en el espacio sindptico en el estriado
( Ingersoll y col., 1999 ).

Ademas, se sabe que inhibe de forma no competitiva al
transportador de glutamato, aumentando el nivel de dicho
neurotransmisor, lo que podria explicar los efectos
excitotoxicos del MnCl, ( Brouillet y col., 1993 ).

Asi, en la fase mas temprana de la intoxicacién por
manganeso existe una pérdida de regulacion de la liberacion de
DA mediada por los receptores presinapticos D2 de DA en las
terminales corticoestratales que vuelve a restablecerse cuando
el tratamiento con manganeso se prolonga ( Cuesta de Di Zio y
col., 1995 ). De hecho, se postula que la pérdida de regulacion
inicial se produce como mecanismo compensatorio para
contrarrestar la excesiva liberacion de glutamato en la
intoxicacion con manganeso ( Calabresi y col., 2000 ), ya que
curiosamente parece ser que los receptores D2 localizados en
las terminales corticoestriatales controlan la liberacion de
glutamato en el estriado ( Maura y col., 1998 ) y tiene una
importancia decisiva en las alteraciones del comportamiento
inducidas por manganeso que se aprecian, sobre todo, en la

fase mas temprana de la enfermedad ( Brouillet y col., 1993 ).
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Hemos estudiado la expresion de diversos marcadores de
actividad dopaminérgica como son el ARNm de la enzima TH
y el ARNm del DAT mediante hibridacion in sifu, obteniendo
un marcaje especifico en el mesencéfalo ventral, de manera
que se apreciaron neuronas dopaminérgicas en la SNc y el
AVT. Es importante destacar que el analisis densitométrico
mostro una elevacién significativa de los niveles de ARNm de
la TH en la SN y AVT después del tratamiento con MnCl, en
comparaciéon con los controles ( 169% y 159%,
respectivamente ).

En cambio, los niveles del ARNm del DAT de los
animales tratados con manganeso fueron similares a los
niveles controles.

También se determiné la densidad inmunohistoquimica
de TH donde mostramos un incremento significativo en los
cuerpos celulares de las neuronas dopaminérgicas de la SN y
AVT (44% y 50% de los niveles controles, respectivamente ).
Sin embargo, no se alter6 la densidad de la inmunorreactividad
de TH en sus areas de proyeccion dopaminérgica en el estriado
y en el N. Accumbens.

Estos resultados estan de acuerdo con los que muestran
que las ratas tratadas de forma crdénica con una dosis alta por
via oral de MnCl, mostraron un aumento significativo de la
actividad de TH en neoestriado e hipocampo ( Bonilla y col.,

1980).

201



DISCUSION

Asi pues, al encontrarse incrementada la concentracion y
la actividad de la proteina TH y no aumentarse la recaptacion
de la DA en el estriado tras el tratamiento, esto supondria una
alteracion de la permanencia de la DA en el espacio sindptico
y, por consiguiente, un aumento de la concentracion de DA en
esa zona, si bien otros estudios ponen de manifiesto que el
manganeso afecta la recaptacion de la DA mediante inhibicion
del DAT ( Ingersoll y col., 1999).

En nuestra investigacion valoramos diferentes
indicadores de actividad dopaminérgica y, opuestamente a lo
que esperabamos, ninguno de ellos disminuy6 en respuesta a la
administracion de MnCl,. Por el contrario, la expresion de
mRNA de TH y la inmunorreactividad frente a TH aument6 en
la SNc y AVT en animales experimentales. Estos resultados
estan de acuerdo con los que muestran que las ratas tratadas de
forma crénica con una dosis alta por via oral de MnCl,
mostraron un aumento significativo en la actividad de TH en
neoestriado, mesencéfalo e hipocampo (Bonilla y col.,1980).
Ademas, en otras investigaciones ( Calabresi y col., 2001 )
tampoco se encontraron diferencias en relacion con las fibras
nerviosas TH-positivas y las neuronas nigrales TH-positivas en
el sistema nigro-estriado. No obstante, nuestros datos
contrastan con otros estudios. Asi, el manganeso intratecal
disminuyo6 la concentracion de DA sin producir cambios en los
niveles de HVA y DOPAC, aument6 la concentraciéon de

manganeso en la SN y en el estriado y disminuy0 la actividad
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motora espontanea ( Ingersoll y col., 1995 ) Ademas, se ha
descrito que el manganeso induce cambios bifasicos en los
niveles estriatales de DA y sus metabolitos ( Desole y col.,
1995 ). A dosis mas bajas, el manganeso incrementod los
niveles de DA y sus metabolitos, mientras que se vio el efecto
opuesto a dosis mas elevadas ( Desole y col., 1995 ). Estos
diferentes efectos pueden estar relacionados con distintos
factores como son: la edad de los animales, la concentracion
empleada de manganeso y la via de administracion.

El aumento del mRNA de TH y de la proteina en
respuesta a la administracion de MnCl, podria ser de interés
clinico, ya que la intoxicacion humana por manganeso
comienza con una fase temprana caracterizada por transtornos
psiquiatricos que muestran semejanza con la esquizofrenia, en
la cual la principal alteracion se cree que es debida a una
hiperactividad de las neuronas dopaminérgicas ( Bonilla y
col.,1980 ). Sin embargo, se desconocen los mecanismos
mediante los cuales se produjo el incremento en la expresion
de mRNA de TH y de la traduccion como respuesta al
tratamiento con MnCl,. En este contexto, se ha descrito una
sobrerregulacion del mRNA de TH en las neuronas
dopaminérgicas no pigmentadas A10 del mesencéfalo en
individuos parkinsonianos, lo que sugiere la existencia de un
mecanismo compensatorio a nivel presinaptico ( Tong y col.,
2000 ). Por otra parte, se ha comprobado que la administracion

de manganeso produce un descenso de los niveles estriatales
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de GSH en ratas viejas ( Desole y col., 1995 ); Estudios
previos realizados en el laboratorio han demostrado que una
dieta deficiente en selenio, la cual disminuy¢ la concentracion
de la enzima GPx y, por consiguiente, los niveles de GSH,
aumentd la expresion de mRNA de TH en la SN ( Romero-
Ramos y col., 2000 ), lo que indica que existe una relacion
entre el estado oxidativo y la expresion de mRNA de TH. De
hecho, se ha comprobado que la expresion de mRNA de TH
esta regulada por el nivel de oxigeno en las neuronas
dopaminérgicas mesencefalicas en cultivos. Asi pues, las
neuronas mesencefalicas dopaminérgicas en cultivo muestran
niveles de DA acusadamente mas elevados y/o aumentan las
neuronas que expresan TH cuando se expusieron a condiciones
anoxicas ( 0% O, ) ( Gross y col., 1999 ) o hipoxicas ( 5% O, )
( Colton y col., 1995 ); Asimismo, las condiciones hipdxicas
favorecen la expresion del gen de TH ( Czyzyk-Krzeska y col.,
1994; Paulding y col., 1999 ). Por otra parte, la disponibilidad
de oxigeno puede depender de la eficiencia de la fosforilacion
oxidativa y se ha propuesto que el manganeso puede intervenir
en el funcionamiento mitocondrial dando lugar a una
disminucion de la misma en la terminal sinaptica ( Verity,
1999 ). Estos resultados son congruentes con el descenso de
SDH que hemos observado y descrito anteriormente.
Asimismo, nos resultd interesante conocer el efecto del

manganeso en otros sistemas no dopaminérgicos. Para ello,
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analizamos el mRNA para GAD, la enzima biosintetica del
aminoacido GABA, observdndose numerosos cuerpos
celulares de neuronas GABA¢rgicas en el estriado y el GP. La
cuantificacion mostrdé un descenso significativo de los niveles
de mRNA de GADG67 en el globo palido con respecto a los
controles ( 68.2% ) y, sin embargo, no se encontraron
diferencias en los niveles de ARNm GADG67 con respecto a los
niveles controles en el estriado.

Estos hallazgos difieren de lo esperado, ya que al
estudiar la reaccidén glial no se produjo gliosis en el GP y, en
cambio, observamos que el manganeso causa efecto sobre esta
estructura; No obstante, este hecho es congruente con estudios
que muestran que la intoxicacidn crénica por manganeso en
ratas ( 20 mg/kg/dia, durante 3 meses ) no indujo pérdida
neuronal ni gliosis en el GP ( Spadoni y col., 2000 ). La
intoxicacion por manganeso también induce desinhibicion del
comportamiento sin producir alteraciones motoras mayores
( Calabresi y col., 2001 ); Las ratas experimentales estaban
mas activas que los animales controles. Estos cambios de
comportamiento podrian estar asociados con el descenso

significativo de la expresion de mRNA de GAD en el GP.
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Por otra parte, cabria esperar un aumento de la expresion
del ARNm para GAD67 en el estriado puesto que existen
estudios que han mostrado que el manganeso incrementa la
concentracion de glutamato a nivel corticoestriatal, ya que

inhibe su transportador ( Brouillet y col., 1993 ).

206



DISCUSION

4. ESTUDIO DEL ESTRES OXIDATIVO INDUCIDO
POR EL TRATAMIENTO CON MnCl,.

Hemos estudiado el efecto del MnCl, a dosis baja en el
sistema dopaminérgico nigro-estriado asi como en otros
sistemas dopaminérgicos relacionados y, dado que la toxicidad
por manganeso se puede manifestar con sintomas
neuropsiquiatricos y motores que a menudo se han atribuido a
un intenso estrés oxidativo en el sistema dopaminérgico
( Hamai y col., 2001 ), estudiamos el estrés oxidativo en
diversas estructuras cerebrales asi como sistémicas para
determinar cudles resultan mas vulnerables.

Esta bien establecido el equilibrio existente entre la
generacion de RL y las defensas antioxidantes, lo cual
mantiene el control de la homeostasis del estado oxidativo
celular ( Bains y Shaw, 1997 ) y que los niveles de estos
sistemas antioxidantes se modifican con la edad ( Kim y col.,
2003 ) aumentando el estrés oxidativo con el proceso de
envejecimiento bioldgico. Asi pues, para confirmar el dafio
oxidativo causado por el manganeso empleamos animales de 3
meses y se les administro intraperitonealmente 20 mg/ kg/ dia

de MnCl,.
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En la cascada de eventos que tienen lugar desde la
generacion de RL hasta la produccion de dano celular uno de
los efectos mas devastadores es la formacion de peroxidos de
hidrégeno. Ademads, un rasgo de estos peréxidos de hidrégeno
es su accion sobre los lipidos de membrana, con la formacién
subsiguiente de radicales peroxidos ( Halliwell, 1992 ). Estos
radicales, a su vez, son capaces de atacar las proteinas de
membrana, dafiando asi receptores de membrana y enzimas
( Picklo y col., 2002 ).

Para determinar si el manganeso da lugar realmente a
dafio oxidativo medimos los niveles de grupos carbonilos,
como indicador de oxidacion proteica y de MDA , marcador
de oxidacion lipidica en distintas estructuras cerebrales:
estriado, SN, cerebelo, bulbo, hipocampo, corteza total,
corteza prefrontal e hipofisis, asi como sistémicas: higado,
corazon y rifion.

La determinacion de grupos carbonilos se acepta como
pardmetro cuantitativo de dafio oxidativo y es el método
definitivo para la valoracion de las oxidaciones catalizadas por
metales ( Stadtman, 1986; Ahn y col., 1987; Levine y col.,
1990; Stadtman, 1990; Bowling y col., 1993; Ayala y Cutler,
1996 ). Por su parte, como la peroxidacion lipidica consiste en
una serie compleja de reacciones que dan lugar a la

fragmentacion de acidos grasos poliinsaturados para producir
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aldehidos «, B- insaturados altamente reactivos, como el
malondialdehido, acroleina y 4-hidroxi-2 - nonenal ( HNE ) y
col., 1991 ) ( Esterbauer y col., 1991 ) la determinacion de
estos tres compuestos se emplea como indice de la oxidacion
de lipidos.

Nuestras determinaciones de oxidaciéon de lipidos y
proteinas han mostrado de forma evidente un efecto mayor del
manganeso en el sistema dopaminérgico nigro-estriado, si bien
no acttia de forma selectiva, puesto que, en general, todas las
estructuras cerebrales y sistémicas muestran estrés oxidativo.

No obstante, hemos observado un grado de oxidacién
lipidica similar en la SN y en el estriado ( 200% y 180%
respecto a los niveles controles, respectivamente ), mientras
que el estriado ha resultado bastante mdas afectado por la
oxidacion de proteinas que la SN ( 230% y 140% respecto a
los niveles controles ).

Por otra parte, la corteza, total y prefrontal, se afectaron
moderadamente por la oxidacion lipidica ( 138% y 137%,
respectivamente, en relaciéon a los niveles controles, y la
corteza total se afectd mas por la oxidacion proteica ( 170% )
mientras que la corteza prefrontal, que presentd unos niveles
basales elevados de grupos carbonilos, practicamente no se vio
influenciada por el tratamiento en cuestion ( 110% respecto de

los controles ).
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También debemos destacar que otras estructuras
cerebrales como son cerebelo, bulbo e hipocampo sufren
importante oxidacion proteica, si bien el bulbo también
muestra gran oxidacion lipidica, a diferencia del cerebelo y el
hipocampo que resultaron ser las estructuras cerebrales menos
afectadas por este ultimo tipo de oxidacion.

Asi pues, pudimos evidenciar que el MnCl, a dosis alta
produce, de forma generalizada, un incremento de estrés
oxidativo que puede contribuir a la neurodegeneracion.

De hecho, en alteraciones neurodegenerativas como la
EA los niveles de HNE aparecen aumentados de manera
general en las diversas areas cerebrales consideradas en
pacientes en relacion a los niveles que presentan individuos de
edad avanzada considerados como controles. Ademas, Smith y
colaboradores ( 1991 ) han encontrado que los niveles de
carbonilos en el cerebro se elevan con la edad y no se observan
diferencias en cerebros de individuos sanos y personas con
EA.

Nuestros resultados presuponen que la toxicidad del
manganeso en el SNC se basa en el aumento generalizado del
estrés oxidativo, si bien las regiones que poseen
intrinsecamente una elevada actividad del metabolismo
oxidativo, como le ocurre a la SN, se encuentren mas

afectadas por su accion.
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Por lo tanto, esto justifica como el manganeso produce un
efecto devastador del SNC manifestdndose con sintomas
degenerativos similares a los de la esquizofrenia y la EP
( Mena y col., 1967; Butterworth y col., 1995 ), atribuidos a
exposicion cronica.

Quisimos profundizar en los efectos de este metal en
organos sistémicos, fundamentalmente en el higado, ya que se
han descrito casos de disfuncion dopaminérgica 'y
encefalopatia hepdtica asociados a intoxicacidon cronica por
manganeso ( Butterworth y col., 1995 ). Curiosamente, se han
encontrado sintomas de parkinsonismo comunes en
trabajadores expuestos a manganeso, pacientes con hepatopatia
e individuos sometidos a nutricion parenteral que excede en
parte la cantidad diaria recomendada de manganeso; ademas,
poseen una elevada concentracion plasmatica de manganeso y
una intensidad mayor de sefal en el diagndstico por imagen
mediante resonacia magnética en la region palidal ( Lucchini y
col., 2000 ).

Hemos obtenido un elevado incremento de la oxidacion
lipidica y proteica también en los organos sistémicos higado,
corazén y riidn, siendo mayor la oxidacidn proteica que se
produce a nivel renal ( 230% respecto a los niveles controles ),
seguido del corazén ( 200% de los niveles controles ); por su
parte, el higado presenta un aumento mayor de la oxidacion de

lipidos ( 190% de los controles ).
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De esta forma se puede especular con la posibilidad de
que, al producir dafio hepatico y renal, se vea disminuida la
excrecion del manganeso, se aumente su concentracion en
plasma y se favorezca su acumulacion en los distintos tejidos.

En el ultimo experimento, los animales fueron
alimentados con dietas con y sin hierro y algunos de los grupos
fueron inyectados con MnCl,. Con el uso de la desferroxamina
se pretendia aumentar la toxicidad del manganeso, ya que al
secuestrar el hierro extracelular, el transporte de manganeso
estaria favorecido. Hierro y manganeso comparten las mismas
rutas de absorcion. Si bien el hierro es claramente un
componente esencial de una dieta saludable, puede ser toxico
si se sobrepasa la capacidad de union de las proteinas que se
unen a €l. La union del hierro por las proteinas es una manera
de aumentar su solubilidad, reducir la toxicidad potencial del
hierro libre y ejerce un control sobre el metabolismo de este
mineral. Cada vez que el hierro excede las necesidades
metabolicas de la célula puede actuar produciendo mediante la
reaccion de Fenton el radical hidroxilo, el cual es altamente
reactivo. La transferrina es la proteina encargada de transportar
entre los tejidos el hierro no incluido en el grupo hemo. La
ferritina une intracelularmente el hierro protegiendo a la célula
de sus efectos toxicos. Las “Iron regulatory proteins” (IRP’s)

son sensores de los niveles de hierro citoplasmatico.
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En el caso de una deficiencia de hierro actiian estabilizando los
mRNA de los receptores de la transferrina en la superficie
celular y disminuyendo la traduccion de la ferritina. Lo
contrario ocurre cuando hay exceso de hierro: los receptores de
la transferrina disminuyen para reducir la captacion de hierro y
la sintesis de ferritina aumenta para unir el exceso de hierro.
Se ha descrito que las especies reactivas de oxigeno inactivan
las IRP’s ( Eisenstein y col., 2000 ).

En relacion al manganeso, su uso como agente inductor
del estrés oxidativo supone cierta controversia, ya que este
mineral es importante para ciertos sistemas enzimaticos
protectores. Sin embargo, aparte de su accion fisioldgica, hay
mucha bibliografia referente a la toxicidad del mismo cuando
se excede la concentracion Optima.

Cuando el manganeso entra en la célula, compite con el
hierro por el centro activo de las enzimas que contienen grupos
[Fe-S]. La consecuencia es un aumento del hierro libre
intracelular, el cual puede aumentar el estrés oxidativo. El
manganeso puede también actuar directamente sobre ciertas
enzimas cuyo centro activo contiene este grupo, como la
aconitasa y los complejos I y Il de la cadena respiratoria,
dando lugar a una alteracion de la produccion de energia vy,

consecuentemente, a una disfuncion mitocondrial.
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Por tanto, la toxicidad del manganeso puede ser debida a
distintos mecanismos directos e indirectos: deplecion del
estado energético de la célula ( Zheng y col., 1999; Zheng y
col., 1998 ), estimulacion de la liberacion del hierro de las
proteinas que unen hierro ( Roth y col., 2003 ), disminucién de
los niveles de antioxidantes como la catalasa y glutation
( Stredrick y col., 2004 ) y neurotoxicidad debida a la excesiva
exposicion al manganeso ( McMillan y col., 1999; Zatta y col.,
2003 ). El aumento de especies reactivas de oxigeno y la
disminucion de los niveles de antioxidantes contribuirian a la
toxicidad del manganeso.

El primer marcador de estrés oxidativo medido fue el
MDA, analizado en suero y tejidos de los seis grupos de ratas.
A pesar del papel del hierro como agente pro-oxidante, los
niveles de MDA no disminuyeron en ninguno de los tejidos de
animales alimentados con una dieta sin hierro (grupo “-Fe”).
Tampoco se observdo una tendencia general cuando se
administr6 desferroxamina, un quelante de hierro.

En el grupo “-Fe+MnCl,”, el manganeso produjo un
aumento significativo de MDA en todos los tejidos salvo en el
higado. El aumento fue general y mayor cuando el hierro
estaba presente en la dieta y se inyectd6 MnCl, (grupo
“MnCl,”), destacando el tremendo aumento encontrado en el

corazon.
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En relacién a los perdxidos lipidicos, el manganeso los
aumentd en todos los tejidos del grupo “-Fe+MnCl,”. Este
efecto fue mayor en el grupo “MnCl,”, debido probablemente
a efecto sinérgico del hierro de la dieta y del incremento del
hierro libre intracelular como consecuencia del efecto del
manganeso sobre la aconitasa.

Un efecto menos claro se encontrd en los niveles de
grupos carbonilos y en la capacidad antioxidante, lo cual se
puede explicar considerando la tremenda heterogeneidad de las
moléculas de proteinas y antioxidantes presentes en los
distintos tejidos. Ademas, debido a que las proteinas oxidadas
se degradan en el mismo tejido, no es probable que puedan ser
exportadas al suero. Ademas, el metabolismo de los productos
resultantes de las oxidaciones de proteinas puede ser diferente
en cada tejido. Todos estos factores pueden contribuir a que
los grupos carbonilos en los diferentes tejidos estudiados no se
correlacionen en general. Con respecto a la actividad
antioxidante, es evidente que no se puede afirmar que una
elevada capacidad antioxidante del suero signifique que los
tejidos se encuentren mas protegidos del ataque por las
especies reactivas de oxigeno.

En este estudio también se pone de manifiesto la utilidad
de los marcadores de estrés oxidativo medidos en suero para
reflejar el estado general de oxidacion de un individuo, ya que
puede verse que tan solo los perdxidos lipidicos del suero

cambian de forma paralela a los tejidos.
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Por el contrario, los grupos carbonilos del suero parecen
reflejar exclusivamente el estrés oxidativo del sistema
circulatorio, lo cual tiene especial interés puesto que de este
grado de estrés oxidativo dependen las oxidaciones de las
LDL. Los grupos carbonilos del suero podrian reflejar, por

tanto, el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares.
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5. ESTUDIO DE LA REACCION GLIAL INDUCIDA
POR MANGANESO ANTE DEFICIENCIA DE HIERRO.

Actualmente se reconoce que el hierro es un elemento
esencial pero que, a su vez, ejerce una accidon neurotoxica en el
cerebro ( Halliwell, 1989 ).

De hecho, en algunas enfermedades neurodegenerativas
como la EP, se ha demostrado que los niveles de hierro se
encuentran aumentados ( Dexter y col., 1989; Youdim y col.,
1989; Ben- Shachar y col., 1992; Jellinger y col., 1993 ) y se
ha propuesto que el dafo oxidativo en esta enfermedad se
produce por compuestos oxidantes generados en el turnover de
DA o en la autooxidacion de la misma catalizada por hierro
( Chiueh y col., 1993; Fahn y col., 1992; Gerlach y col., 1994;
Jenner y col., 1996 ).

Ademds, numerosas evidencias demuestran que
inyecciones de hierro en la SN produce parkinsonismo
( Sengstock y col., 1992; Gerlach y col., 1994; Sengston y col.,
1994)

Por otra parte, existen estudios tanto in vivo como in
vitro que ponen de manifiesto que el manganeso a dosis muy
bajas posee un efecto antioxidante atipico, inhibiendo la
formacion de radicales hidroxilo y la peroxidacién lipidica
inducida por hierro ( Sziraki y col., 1998; Rauhala y col.,
2000).
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En cambio, existe una gran controversia entre el efecto de
hierro y manganeso a nivel cerebral, ya que otras
investigaciones postulan el papel de catalizador del hierro y el
manganeso en la autooxidacion de la DA en presencia de
L-Cisteina ( Shen y col.,1998 ).

Otros estudios muestran que empleando un modelo de
intoxicacion cronica por manganeso inyectando intraperito-
nealmente 6 mg/kg/dia durante 30 dias se altera la homeostasis
del hierro, posiblemente porque se encuentra aumentado el
paso de hierro de la circulacidén sistémica al compartimento
cerebral facilitado por el transportador de hierro a través de la
barrera hematoencefalica, lo que supone un aumento de la
concentracion de hierro a nivel cerebral ( Zheng y col., 1999 ).

Ademas, también se ha descrito que las ratas viejas
presentan un aumento de hierro en la SN ( Roskam y Connor,
1994 ).

En el SNC el manganeso se acumula principalmente en
los astrocitos, probablemente porque la enzima Glutamina
sintetasa, que es especifica de este tipo de glia, representa una
diana para el mismo ( Ascher y col., 1999).

Sin embargo, no se conoce aun el papel que el hierro

puede jugar en la accidn toxica del manganeso.
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Diversas investigaciones muestran que la deficiencia de hierro
da lugar a un aumento de la concentracion de manganeso en el
cerebro ( Chua y Morgan, 1996; Kwik-Uribe y col., 2000;
Erikson y col.,, 2002 ), dado que ambos metales son
transportados a los tejidos extrahepaticos, incluido el cerebro,
a través de endocitosis mediada por transferrina ( Crowe y
Morgan, 1992; Malecki y col., 1999 ).

De esta forma, la deficiencia de hierro produce un
aumento de la concentracion de transferrina y del receptor de
transferrina especialmente en el estriado y en la SN ( Chen y
col., 1995a; Erikson y col., 1997; Pinero y col., 2000 ), lo que
conlleva que estas areas cerebrales muestren la  mayor
acumulacion de manganeso ante la deficiencia de hierro
( Erikson y col., 2002 ).

Asi pues, hemos valorado la influencia de Ila
concentracion de hierro sobre los efectos toxicos del MnCl, a
la dosis alta de 20 mg/kg/ dia. La variacién en la concentracion
de hierro la hemos llevado a cabo en tres condiciones
diferentes:

a) Condicion “ dieta control”, en la que el tratamiento con
MnCl, realiza sin modificacion de la dieta. En este caso
no debe haber cambio en la concentracion de hierro, ya
que la administracion de MnCl, se hace mediante

inyeccion peritoneal.
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b) Condiciéon en la que no se produzca aumento de la
concentracion de hierro, sino por el contrario una cierta
disminucion. En esta circunstancia la dieta con la que se
alimenta a las ratas durante todo el periodo se encuentra exenta
de hierro. Por tanto, teniendo en cuenta que el acamulo de este
metal en el organismo es generalmente bastante grande, y que
su pérdida se produce de una forma extraordinariamente lenta,
dicha condicién se debe producir con pequefias variaciones de
hierro.

c) Para asegurar una disminucién de la concentraciéon de
hierro hemos llevado a cabo la tercera condicion, en la cual
en primer lugar tratamos con desferroxamina, un quelante de
hierro, que facilita la eliminacion del mismo y que es usado en
clinica con este fin en aquellas patologias producidas por
acumulo de este metal. El tratamiento con MnCl, se hace
usando la dieta exenta de hierro por lo que se mantienen los
niveles de hierro mas bajos.

En estas condiciones hemos llevado a cabo el estudio
morfologico de la glia, un buen indicador del estado del SNC.
Estudios previos han demostrado que la desferrroxamina
protege de la acccidn toxica de sustancias como la 6-OH-DA
( Ben- Shachar y col., 1991 ), la cual debe su neurotoxicidad a
su interaccion con el hierro y a su capacidad de inducir
liberacion del mismo de los depdsitos de ferritina ( Monteiro y

Winterbourn, 1985 ).
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Nosotros observamos un aumento significativo de las
células inmunopositivas frente a GFAP en relacion a los
controles en el estriado y en la SN y, a diferencia de lo
observado cuando se administra dosis baja, al emplear una
dosis de MnCl, de 20 mg/kg/dia no existe un gradiente de
distribucion caracteristico en el estriado; No obstante, la
cuantificacion de células inmunopositivas frente a GFAP asi
como la morfologia celular son equivalentes a la que se
produce cuando la dosis es baja, lo que nos indica que no se
aprecia una proliferacion astroglial dosis-dependiente.

En las tres estructuras del circuito de los ganglios
basales estudiadas: estriado, SN y corteza cerebral, la mayor
proliferacion astrocitaria asi como los mayores cambios
morfologicos se produjeron cuando se alimentd a los animales
con dieta carente en hierro, se administro desferroxamina y se
inyect6 MnCl,; se apreciaron astrocitos con bastantes signos
de degeneracion, al igual que cuando solo se trata a los
animales con dieta desprovista de hierro y desferroxamina, sin
embargo, la administracion de MnCl, induce la hiperprolife-
racion de las células inmunorreactivas a GFAP.

También realizamos el estudio morfoloégico de la
microglia observandose un incremento significativo de las
células inmunopositivas frente a OX-42 en relacion a los
controles en estriado y SN. Sin embargo, cuando la dosis de

MnCl, administrada es 20 mg/ kg/ dia, a diferencia de lo

221



DISCUSION

obtenido a la dosis baja de 6 mg/kg/dia, no se produce patron o
gradiente de distribucién celular tipico.

Analogamente a lo observado con las astroglia, la
cuantificacion de células inmunopositivas frente a OX-42 asi
como su morfologia eran similares con el empleo de dosis baja
de 6 mg/kg/dia y dosis alta de 20 mg/kg/dia, lo que demuestra
que el efecto del manganeso sobre la microglia tampoco es
dosis- dependiente.

Del mismo modo, las tres estructuras del circuito de los
ganglios basales estudiadas: estriado, SN y corteza cerebral, la
mayor proliferacion de la microglia asi como los mayores
cambios morfoldgicos se produjeron en los animales tratados
con dieta desprovista de hierro, desferroxamina y MnCl,,
siendo la proliferacion microglial mayor en la SN y mostrando
una microglia de morfologia activada en la SN y en la corteza,
mientras que la microglia en el estriado mostrd una fase de
activacion hiper-ramificada.

Estos resultados indican una vulnerabilidad mayor por parte de
la SN ante el efecto toxico del manganeso manifestado por
hiperproliferacion celular e importante activacion glial.

No obstante, a diferencia del efecto protector que cabria
esperar con el tratamiento con dieta carente en hierro y el
quelante selectivo de hierro, desferroxamina ( Sloot y col.,
1996 ) se observa un efecto bastante similar a cuando también

se administra MnCl,, sino que la proliferaciéon glial es menor.
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Asi pues, estos hallazgos demuestran que un nivel bajo
de hierro libre en el cerebro induce también una importante
respuesta glial indicativa de un dafio en el SNC.

Estos hechos sefialan que en todas estas circunstancias
se produce un significativo efecto toxico con produccion de
dafio celular mostrado por la gliosis y activacion de células
gliales puesta de manifiesto por grandes cambios
morfoldgicos. Los datos demuestran que la disminucion de
hierro ya produce una accion “toxica” sobre el SNC
probablemente debido a que este metal participa en funciones
de gran importancia. Estos efectos se producen con una
especial relevancia en el sistema dopaminérgico, lo que puede
ser debido a que en este sistema las necesidades de hierro son
fundamentales e implicadas en la produccion de DA,
participando en la proteina enzimatica TH. Este resultado esta
de acuerdo con Youdim y colaboradores ( 1986 ) que
demuestran una fuerte disminucidon en la concentracion de
algunas proteinas, incluidas los receptores D2, en estas
estructuras. Por otra parte, el trasporte de manganeso es mayor
en las mismas y parece que usa para dicho transporte y
acimulo el mecanismo de uptake de DA ( Ingersoll y col.,
1999 ). Existe bastante controversia sobre la interaccion entre
el mecanismo de transporte de ambos metales a distintos
organos incluido el SNC. La mayoria de las evidencias indican

que tiene un efecto sinérgico (Chua y Morgan, 1996).
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Sin embargo, se ha descrito un efecto competitivo a nivel del
sistema digestivo, por lo que el transporte de ambos metales
varia en relacion a la concentracion del otro en la dieta. El
efecto mas destacable es la mayor accidn téxica producida por
el manganeso a menores concentraciones de hierro, como se
observo tras el tratamiento con desferroxamina. Un efecto
semejante ha sido encontrado por otros autores y es justificado
por un aumento en la acumulacion de manganeso y su
incrementado efecto toxico generalizado. Sin embargo, una de
las causas principales del aumento de su efecto, no tiene que
estar tanto en funcion de su mayor acumulo sino en la posible
competencia que puede sufrir con el hierro en su unidén con
algunas proteinas.

Una de las proteinas mejor estudiadas es la enzima
aconitasa. La aconitasa es una enzima que requiere hierro para
su actividad y es inhibida in vitro por manganeso. Este efecto
inhibidor depende de la concentracion de hierro. Asi pues,
cuando se disminuye la concentraciéon de éste por distintos
mecanismos como puede ser el empleo de desferroxamina, se
produce un marcado aumento de la acciéon inhibidora del
manganeso. Este hecho se justifica, ya que al menos una de las
acciones inhibidoras del manganeso se produce por desplazar
al hierro de la proteina, por lo que este desplazamiento es
mucho mas facil y, por tanto, mayor a bajas concentraciones

de hierro ( Zheng et al., 1998 ).
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Zheng y colaboradores (1998 ) demuestran, también,
que el tratamiento con manganeso produce la inhibicion de la
actividad aconitasa de distintas estructuras del SNC, siendo
maxima en la corteza prefrontal (48,5 % de reducion) seguida
por el estriado y la SN (33.7 y 20.6 % respectivamente). Estos
hechos justifican nuestros resultados. Por otra parte, la
inhibicion de la aconitasa del metabolismo oxidativo conlleva
el aumento en la produccion de radicales libres y el dafio
oxidativo.

Asimismo, basandonos en la técnica inmunocitoquimica
descrita por Smith y colaboradores ( 1998 ) para mostrar
grupos carbonilos de proteinas oxidadas, observamos que con
el tratamiento con dieta carente en hierro, desferroxamina y
MnCl, se produce un marcaje mayor de proteinas oxidadas en
la zona del endotelio de los vasos sanguineos cerebrales
coincidiendo con la localizacidn de la astroglia perivascular.

También, es importante destacar que el tratamiento con
dieta carente en hierro, desferroxamina y MnCl, da lugar a un
aumento de tamafio de los vasos sanguineos, apareciendo
anillos concéntricos perivasculares y también en el
parénquima.

Se han descrito ciertas sustancias agonistas y
antagonistas que regulan la homeostasis local, la inflamacion y

la reactividad en los vasos sanguineos.
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La interaccion de estas sustancias con la interfase del
endotelio de los vasos sanguineos es responsable del inicio del
dafio y de la progresion de la lesion cerebral durante las
primeras horas de isquemia ( Hallenbeck, 1996 ). Algunos
estudios de biologia vascular han puesto de manifiesto que
cuando se produce la activacion de los vasos sanguineos en el
cerebro de rata sustancias como son: factor de crecimiento de
endotelio vascular ( VEGF ), factor de necrosis tumoral- alfa
( TNF-alfa ), hemooxigenasa-1 ( HO-1 ) y Mn SOD muestran
anillos concéntricos perivasculares envolviendo la pared de los
vasos sanguineos y alrededor del parénquima ( Ruetzler y col.,
2001; Krum y col., 2002 ) semejante a nuestros hallazgos. De
hecho, se sabe que el manganeso aumenta la transcripcion del
gen que codifica por la enzima iNOS en la microgia activada,
propiedad que no poseen otros metales de transicion como el
hierro, cobalto, niquel, cobre y zinc, lo que conduce al
aumento de la produccion de 6xido nitrico neurotoxico y de
accion vasodilatadora ( Chang y col., 1999 ).

Esto da lugar a una situacion bastante similar a lo que ocurre
en la isquemia cerebral por lo que se observan afectados en

gran medida los vasos sanguineos y el parénquima cerebral.
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También se sabe que sustancias que de forma
espontanea generan superdxido y radicales libres, en general,
inducen la relajacion de los vasos sanguineos cerebrales en
respuesta al estimulo del endotelio ( Girard y col., 1995; Niwa
y col., 2001; Tsutsui y col., 1996 ).

De esta forma, postulamos que en todas las estructuras
estudiadas: estriado, SN y corteza cerebral, el manganeso a
dosis alta induce un dafio oxidativo devastador que
desencadena la activacion glial liberandose factores y
sustancias que ejercen su accion a nivel vascular y el
parénquima cerebral.

La especial accion toxica en estas condiciones de bajos
niveles de hierro, es interesante ya que esto puede justificar
también la diferente susceptibilidad de los individuos a la
toxicidad del manganeso. De hecho, es muy extendido la
accion toxica producida por metales, principalmente por
manganeso, en los individuos en didlisis. Por lo tanto, como se
desprende de nuestro estudio, los niveles de hierro pueden ser
cruciales para que se produzca un mayor o menor efecto por

manganeso.
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El tratamiento con MnCl, disminuye la actividad de la
enzima Succinato deshidrogenasa en casi todas las
estructuras cerebrales estudiadas y, especialmente en el
estriado y la SN, lo que origina una alteracion del
metabolismo energético mitocondrial en el SNC,
fundamentalmente en el sistema dopaminérgico nigro-

estriado.

Este mayor efecto sobre el sistema dopaminérgico nigro-
estriado se encuentra reflejado también en la respuesta
glial. El tratamiento con MnCl, produjo la activacion
tanto astroglial como microglial en el estriado y la SN,
mientras que no se produjo en el area ventral tegmental,
en el nacleo accumbens ni en el globo palido, estructuras
pertenecientes a otros sistemas dopaminérgicos distintos

del nigro-estriado.

La intoxicacion créonica por MnCl, produjo un aumento de
la cantidad de la enzima TH asi como de su transcripcion
al encontrarse elevados los niveles de ARNm de la TH en
la SN y en el area ventral tegmental.

No se produjo alteracion de Ila densidad de la
inmunorreactividad de TH en estriado y nucleo

accumbens.
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En cambio, no se observd aumento de la transcripcion del
transportador de dopamina ( DAT ) tras el tratamiento con
MnCl,, ya que los niveles del ARNm del DAT de los
animales tratados con MnCl, fueron similares a los niveles

controles.

El incremento de la concentracidén y la actividad de la
enzima TH en la SN no se acompafio de aumento de la
transcripcion del DAT, implicado en la recaptacion de la
dopamina en el estriado, tras el tratamiento con MnCl,,
Asi pues, esto unido a la accion inhibidora del MnCl,
sobre la recaptacion de DA, sugiere que produce un

aumento de la concentracion sinaptica de la misma.

La administraciéon de MnCl, no modifico la transcripcion
de la enzima Acido glutimico descarboxilasa en el
estriado mientras que produjo un descenso de la
transcripcion de la misma, manifestado por descenso de
los niveles de ARNm de GADG67 en el globo palido.

Asi pues, concluimos que la intoxicacion cronica por
manganeso, ademas de afectar al sistema dopaminérgico
nigro-estriado, también afecta a la poblacion de neuronas
GABA¢érgicas del globo palido (via palido nigral), si bien

no se detecta gliosis.
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Nuestras determinaciones de oxidacion de lipidos y
proteinas han mostrado de forma evidente un efecto
mayor del manganeso en el sistema dopaminérgico nigro-
estriado, si bien no actia de forma selectiva, puesto que,
en general, todas las estructuras cerebrales estudiadas
muestran estrés oxidativo. Asi pues, la toxicidad del
manganeso en el SNC se basa en el aumento generalizado
del estrés oxidativo, aunque se ha observado que las
regiones que poseen intrinsecamente una elevada
actividad del metabolismo oxidativo, como le ocurre a la

SN, se encuentren mas afectadas por su accion.

El modelo de intoxicacidon cronica por manganeso
también pone de manifiesto el aumento de estrés
oxidativo en Organos sistémicos, entre los que destaca el
higado, pudiéndose especular con la posibilidad de entre
la disfuncion de este oOrgano y el desarrollo de

encefalopatia hepatica.

La deficiencia de hierro favorecida por dieta desprovista
del mismo y desferroxamina, y elevados niveles de
manganeso en el SNC presentan un efecto toxico
sinérgico desencadenando una gran respuesta glial asi

como afectacion vascular y del parénquima cerebral.
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