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RESUMEN

En este estudio se determinaron los efectos in vivo e in vitro
del manganeso (Mn) sobre la fijacién del espiroperidol (*H) en
diferentes regiones de cerebro de ratén. Los parametros de fi-
jacion del espiroperidol (®H) (Kd y Bmax) en estriado, hipotala-
mo y bulbo olfatorio, no fueron alterados por la administracién
de Mn (5mg/kg/dia) por 9 semanas. Por otro lado, la preincu-
bacién de homogeneizados de cerebro de ratén con concen-
traciones crecientes de Mn (0,05-10 mM) y dopamina (10 mM)
produjo un incremento significativo en la fijacion especifica del
espiroperidol (SH) con una concentraciéon de Mn de 75 pM o
mayor. El Bmax y el Kd del espiroperidol (°H) se incrementa-
ron significativamente en los homogeneizados tratados con Mn
75 UM y dopamina 10 mM. Estos resultados indican que la ad-
ministracion de Mn a los ratones no produce cambios de la ci-
nética de fijacion del espiroperidol (®H) a sus receptores. El in-
cremento en el Bmax y en el Kd observado en los ensayos in
vitro, en presencia de dopamina y Mn en el medio de incuba-
cién, puede ser debido a cambios en la membrana celular que
conducen a la exposicion de nuevos y diferentes sitios de fija-
cion del ligando.

Palabras clave: Manganeso, espiroperidol (SH), receptores,
dopamina

ABSTRACT

The in vivo and in vitro effects of Mn on the binding of (*H) spi-
roperidol to mouse brain was assessed. (SH) spiroperidol bind-
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ing parameters (Kd and Bmax) in striatum, hypothalamus and
offactory bulb did not change by Mn administration
(5mg/kg/day) for 9 weeks. On the other hand, preincubation of
mouse brain homogenates with increasing concentrations of
Mn (0.05-10 mM) and dopamine (10 mM) resulted in a signifi-
cant rise in the (3H) spiroperidol specific binding with a Mn con-
centration of 75 pM or higher. Binding assays carried out using
homogenates preincubated with 10 mM dopamine and 75 pM
Mn showed an increase in Bmax and Kd. These studies dem-
onstrated that Mn administration does not alter the binding pat-
tern of (3H) spiroperidol. The increase in Bmax and Kd ob-
served in the in vitro assays, when dopamine and Mn are
added to the incubation medium seem to be originated from
changes in cell membranes, leading tp the exposure of new
and different binding sites.

Key words: Manganese, (3H) spiroperidol, receptors, dopamine.

INTRODUCCION

El Mn es un nutriente esencial en el metabolismo de los
seres vivos, pero la exposicién a altas concentraciones de este
metal produce un dafo irreversible del sistema extrapiramidal
y sintomas similares a los encontrados en la enfermedad de
Parkinson [21, 36]. Existen estudios neuropatologicos [1, 15,
22], bioguimicos [4] y farmacolégicos [20, 36] que apoyan fuer-
temente la existencia de semejanzas entre la intoxicacion con
Mn y ésta patologia. La intoxicacién con Mn se caracteriza por
degeneracion celular del nicleo caudado, el putamen, el globo
palido y la sustancia negra [15, 31, 47]. Sin embargo, también
se ha observado pérdida neuronal en cerebelo e hipocam-
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po[16, 19]. Los resultados de diferentes estudios realizados en
pacientes intoxicados y en animales tratados con Mn arrojan
que la alteracion bioquimica mas importante es una disminu-
¢ién en la concentracion de dopamina en el estriado [2, 6, 10,
12, 26]. Otros autores han encontrado incremento o ninguna
alteracion en la concentracion estriatal de dopamina [14, 22,
44). Estos resultados contradictorios probablemente reflejan el
caracter bifasico de las alteraciones producidas por el metal
durante el curso de esta enfermedad [10]. Existen numerosas
investigaciones que demuestran que el Mn causa alteraciones
en el metabolismo de varios neurotransmisores, tales como
dopamina, serotonina, GABA, norepinefrina, y en menor inten-
sidad acetilcolina, regulando su formacién, liberacion y recam-
bio a nivel neuronal [11, 19, 32]. Con respecto a los estudios
sobre receptores a neurotransmisores, diversos investigadores
han descrito en el tratamiento con Mn un aumento, disminu-
cién o ninguna alteracién en las caracteristicas de fijacion de
los ligandos a los receptores dopaminérgicos [23, 24, 40, 41],
gabaérgicos [37] y muscarinicos [5, 33, 46]. Estos hallazgos
no coincidentes, se corresponden probablemente con la cam-
biante sintomatologia neurolégica y psiquiatrica observada en
2l curso de las intoxicaciones en humanos, en los cuales, un
cuadro de excitacién maniaca inicial (locura manganica) es
precedido por una demencia con acusados componentes de
alteracion extrapiramidal [36].

Varias hipétesis se han formulado para explicar la pato-
aénesis de la toxicidad del Mn. Entre ellas tenemos: a) aumen-
t0 en la autooxidacion de la dopamina, con un incremento en
a produccién de radicales libres nocivos [29, 42], b) procesos
excitotéxicos indirectos secundarios a la disminucion de la
energia causada por este metal [3, 13] y, c) toxicidad directa
sobre las neuronas dopaminérgicas. Entre estos mecanismos
mencionados, la autooxidacién de la dopamina ha sido pro-
puesta como la principal responsable de la alta sensibilidad de
25 neuronas dopaminérgicas al Mn [28, 43]. Sin embargo, las
zlteraciones producidas por este metal a nivel de los mecanis-
mos de unién de la dopamina a sus receptores neuronales no
na sido totalmente esclarecida. Por esta razon, este trabajo
=valud el efecto del tratamiento con Mn sobre las caracteristi-
cas de fijacion del espiroperidol (SH). un antagonista especifico
de los receptores dopaminérgicos D-2 en cerebro de ratones
zdultos en un doble ensayo in vivo e in vitro.

MATERIALES Y METODOS

El espiroperidol (®H) y el Gamma Fluor (liquido de cente-
o) fueron obtenidos de New England Nuclear (Boston, MA,
JSA), la ketanserina fue gentilmente cedida por Janssen Phar-
maceutical N.V., el hidrocloruro de pargilina, el sulpiride y el
resto de los reactivos utilizados fueron adquiridos de Sigma
Chemical Corp. (St. Louis, MO).

Estudios in vivo

Intoxicacion de animales: Se utilizaron ratones albinos
machos adultos (NMRI-IVIC) con un peso promedio entre 25-
30 g, alimentados ad libifum con Ratarina (Protinal) y agua
destilada y mantenidos a una temperatura de 25°C bajo un es-
guema de 12 horas luz/oscuridad. Los animales fueron dividi-
dos en dos grupos: uno se inyectd intraperitonealmente con
Mn (5mg Mn/kg peso/dia) y el otro (grupo control), se inyecto
con solucién salina (0,9%). Ambos grupos recibieron una dosis
diaria de 0,1 mL de la solucién correspondiente, durante 9 se-
manas (5 dias/semana). Los ratones fueron sacrificados por
dislocacién cervical, dos dias después de finalizado el tiempo
de tratamiento, e inmediatamente los cerebros fueron removi-
dos, disecandose el bulbo olfatorio, el estriado y el hipotalamo,
de acuerdo a la técnica descrita por Glowinsky e Iversen [27].
Las muestras fueron almacenadas a —80°C hasta el momento
de los ensayos. La dosis de Mn seleccionada para estos ex-
perimentos estuvo basada en estudios previos realizados por
Bonilla y col. [12]

Determinacién de manganeso: El contenido de Mn de cada
regién cerebral, fué analizado por espectrofotometria de ab-
sorcién atémica en horno de grafito segln la técnica desarro-
llada por Bonilla y col. [8].

Experimentos de fijacién: La fijacion del espiroperidol ®H) a
los homogeneizados cerebrales se realizé de acuerdo al méto-
do descrito por Bhargava [5] con ligeras modificaciones: las re-
giones cerebrales se homogeneizaron en 40 volimenes de
Tris-HCI 50 mM (pH 7,7 a 25°C), utilizando un homogeneiza-
dor Polytron Brinkman (paso 3 por 15 segundos). El tejido ho-
mogeneizado se centrifugd dos veces a 49.000 g por 15 min
en una centrifuga refrigerada (Sorvall RC-5B). El precipitado fi-
nal se resuspendié en solucién amortiguadora de Tris-HCI 50
mM (pH 7,4 a 25°C), que contenia 0,1% de &acido ascdrbico,
NaCl 120 mM, KCI 5 mM, CaCl, 2 mM y pargilina 10 pM. La
mezcla de incubacién incluia 0,1 mL de espiroperidol (H) (19
Ci/mmol), 50 nM de ketanserina y solucion amortiguadora, en
un volumen total de 1 mL. El rango de concentracion del espi-
roperidol (®H) fue de 0,1-3 nM.

Después de un periodo de incubacién de 15 min a 25°C,
el contenido de la mezcla de reaccion fue filtrado a través de
un cosechador de células automatico (Skatron Inc., USA) y la-
vado dos veces con solucién amortiguadora de Tris 50 mM pH
7.4 (en hielo). Los filtros fueron transferidos a viales que conte-
nian 4 mL de liquido de centelleo. La radioactividad de las
muestras se determiné en un contador Beta LKB modelo 1219
(Wallac, Finlandia) con una eficiencia en el contaje de las
cuentas por minuto (cpm) del 68%. La fijacion especifica del
espiroperidol (3H) fue definida como la fijacién total menos la
que se observa en presencia de sulpiride 3 uM. Los datos ob-
tenidos fueron analizados a través de el programa Ligand [38].
Los graficos de Scatchard fueron usados para calcular la den-
sidad de los sitios receptores (Bmax) y la constante de disocia-
cion (Kd).

307



Efectos de tratamiento crénico con manganeso en cerebro de raton / Villalobos, V. y col.

Estudios in vitro

Preparacion de los homogeneizados: Para determinar
el efecto in vitro del Mn en presencia de dopamina sobre la fi-
jacion especifica del espiroperidol (3H) fue utilizado el siguien-
te procedimiento: el cerebro completo de ratén (sin cerebelo)
fue homogeneizado y centrifugado como se describié anterior-
mente. El precipitado final se resuspendié en 40 volimenes de
solucién amortiguadora de Tris-HCI 50 mM pH 7,7; y se prein-
cubo a 25°C por 15 o 60 min en los siguientes medios: a) dopa-
mina (10 mM), solucidn amortiguadora de Tris-HCI (50 mM, pH
7,7), 1,5 mL del homogeneizado cerebral y concentraciones
crecientes de Mn (0,05; 0,075; 0,1; 0,5; 1; 5; 10 mM), b) un con-
trol, sin dopamina ni Mn, c) dopamina como se describe en “a”
pero sin Mn, d) Mn como se describe en “a” sin dopamina. El
volumen final de todas las soluciones fue de 1,55 mL. Experi-
mentos similares fueron realizados en la oscuridad, para deter-
minar la influencia de la luz en el proceso. Después de la pre-
incubacién los homogeneizados fueron lavados tres veces con
solucién amortiguadora de Tris-HCI 50 mM pH 7,7; centrifuga-
dos a 49.000 g por 15 min y luego resuspendidos en el volu-
men original con solucién amortiguadora de Tris-HCl 50 mM
pH 7.,4; 0,1% de &cido ascorbico, NaCl 120 mM, KCI 5 mM,
CaCl; 2 mM y pargilina 10 pM.

Experimentos de fijacion: Con el fin de determinar la
fijacion del espiroperidol (3H) los precipitados resuspendidos
fueron incubados con una concentracion fija de espiroperidol
(SH) (3 nM) de acuerdo al procedimiento descrito.

También fueron evaluados los parametros de fijacion del
espiroperidol (SH) (Bmax y Kd) a una concentracién de Mn de
75 uM (concentracién minima de Mn que produce alteraciones
en la fijacién especifica del espiroperidol (3H). Con las mues-
tras preincubadas “c” (dopamina) y “a” (dopamina + Mn) se ob-
tuve una curva de actividad.

El Bmax y el Kd del espiroperidol (3H) también fueron
determinados de forma similar al descrito en el estudio in vivo.

Determinacion de proteinas: La determinacion de la con-
centracion de proteinas se realizé por el método de Lowry y
col. [34]

Andlisis estadistico: Para analizar los datos obtenidos
de los experimentos se utilizd el andlisis de variancia (ANOVA)
de una sola via. La prueba “t" de Student fue utilizada para de-

terminar las medias significativamente diferentes. Se conside-
raron significativos los valores de p menores de 0,05.

RESULTADOS

Estudios in vivo

Debido al tratamiento con Mn, todas las regiones cere-
brales mostraron un aumento significativo en la concentracion
de este metal como se muestra en la TABLA |. En la fijacién
del espiroperidol (°*H) a las membranas de las diferentes regio-
nes cerebrales de ratones, se observd un solo sitio de unién
de alta afinidad, FIG. 1. El tratamiento con Mn no produjo nin-
gun efecto en los valores del Bmax y Kd en las tres regiones
analizadas, TABLA II.

Estudios in vitro

En los estudios in vitro se observd gque la preincubacion
de los precipitados con dopamina y Mn (solucién “a"}, por 15
min, no causd ninguna alteracion en la fijacién especifica (da-
tos no mostrados). Por otro lado, la preincubacién por 60 min
resultd en un aumento significativo en la fijacion especifica del
espiroperidol (SH). Como se muestra en la FIG.2, este aumen-
to estuvo directamente relacionado con la concentracion del
Mn. La concentracién minima del metal capaz de producir alte-
raciones significativas en la fijacién del espiroperidol (SH), fue
de 75 pM. Las mezclas de preincubaciéon con dopamina sin Mn
(solucién “¢”) y Mn sin dopamina (solucién “d”) no produjeron
ninguna alteracién en los parametros de fijacién. Un precipita-
do oscuro se produjo durante la preincubacién en todas las
mezclas que contenian dopamina y dopamina mas Mn. La
cantidad de este precipitado fue proporcional a la concentra-
cion de Mn. En experimentos realizados en la oscuridad por 15
6 60 min se observaron resultados similares a los encontrados
en presencia de luz.

Los estudios sobre los parametros dg la fijacién del espi-
roperidol (3H), realizados con la mezcla de dopamina mas Mn
(solucién a) y, la mezcla de dopamina sin Mn (solucién c utiliza-
da como control en este ensayo), mostraron un aumento signifi-
cativo en los valores del Bmax y del Kd en la primera solucién
con respecto a la Ultima. Los parametros de fijacién (Bmax y
Kd) fueron: para la solucién que contenia dopamina Mn 0,36 +

TABLA |
CONCENTRACION DE MANGANESO EN DIVERSAS REGIONES
CEREBRALES DE RATONES TRATADOS CON EL METAL

Region Cerebral

Mn (pg/g) de peso seco

o Control Tratado con Mn
Estriado 2,65+ 0,712 8,33 + 1,09
Bulbo Olfatorio 2,05 + 0,56 9,38 + 1,450
Hipotalamo 2,37 + 0,08 11,07 + 1,140

8Las cifras representan la media + E.E. de seis observaciones.
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TABLA Il
EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON Mn SOBRE LOS PARAMETROS DE FIJACION DEL ESPIROPERIDOL ( H)
EN DIVERSAS REGIONES CEREBRALES DE RATON

Region Cerebral

Kd (pM)

Bmax (fmol/mg proteina)

N Control Tratado con Mn Control Tratado con Mn
Estriado 8 4,37 + 0,57 3,27 + 0,40 4741+ 49.5 508,7 +7,5
Bulbo Olfatorio 5 2,69+ 0,31 259 +0,17 127.7 + 22,8 144.7 + 8.6
Hipotalamo 5 2,18+0,83 3,32 1,35 51,4 + 13,1 59,9 + 18,8

“NUmero de observaciones.

2.05 pmol/mg de proteina (media =+ E.E.) y 2,63 = 1,24 pM y
cara la mezcla que contenia dopamina + Mn 16,78 + 5,44
omol/mg de proteina y»43,17 + 7,44 pM.

DISCUSION

Con la concentracion de Mn alcanzada en los cerebros
= los ratones tratados, no se observaron alteraciones en los
sarametros de fijacion del espiroperidol (®H). Los resultados de
o5 estudios in vivo concuerdan con los obtenidos por Bharga-
/2 en ratas [5]. Eriksson y col. [24], utilizando técnicas autorra-
Jiogréficas, no observaron ninguna alteracion en los recepto-
=s dopaminérgicos del tipo Dz en estriado y putamen de mo-
~os tratados con Mn durante 26 meses. Aunque los receptores
—uscarinicos y gabaérgicos también permanecieron inaltera-
sos, por el contrario, en los receptores dopaminérgicos del tipo
D. se observé una disminucion del Bmax. Por otro lado, Leung
y col. [33] detectaron una disminucion en la actividad especifi-
== del espiroperidol (BH) (2nM) en el estriado de ratas tratadas
=on Mn por via oral durante dos afios, pero cuando usaron 0,5
-M del radioligando en el medio de incubacion no detectaron
~inguna alteracion. Seth y col. [40] reportaron un aumento de
= fijacion del espiroperidol (®H) en estriado de ratas utilizando
n régimen de intoxicacion similar al descrito por Bhargava [5].
n embargo, Leung y col. [33] y, Seth y col. [40] realizaron
sus experimentos de fijacién empleando una o dos concentra-
~ones del radioligando mientras que, en los estudios de Bhar-
zva [5] y en el presente trabajo, se realizaron curvas de satu-
-2cion completas. Estas diferencias en la metodologia, asi
~omo en el tipo de animal utilizado, pueden ser unas de las ra-
zones de las discrepancias observadas en los resultados obte-
nidos en estos estudios.

(VA0

f

La intoxicacién con Mn es un proceso patolégico el cual
~uestra diferentes estados con caracteristicas bioguimicas y
eurolégicas opuestas. En efecto, la actividad de la hidroxilasa
3= la tiroxina (HT) [9], en el cerebro de ratas tratadas con Mn
surante 8 meses muestra un efecto bifasico. En los primeros,
ios meses diferentes regiones cerebrales (neoestriado, cere-
oro medio e hipocampo) presentaron un aumento significativo

= la actividad de la HT. La actividad enzimética retorno a los
szlores normales a los 3-5 meses y luego disminuyd solamen-
:= en el estriado, después de 7 meses de tratamiento. Igual-

b s valores representan la media = E.E.

mente, las concentraciones cerebrales de catecolaminas en
ratas intoxicadas con Mn mostraron cambios dependientes del
tiempo de exposicion [18]. Estas alteraciones bioquimicas pa-
recen influir en la actividad motora espontdnea de estos ani-
males [10]. En ratas tratadas con Mn agregado al agua de be-
bida, se observé un incremento en la actividad motora durante
la primera semana y una disminucion significativa en la sépti-
ma y octava semanas. Este efecto bifasico del Mn, sobre el
metabolismo de las catecolaminas y la actividad motora, guar-
da similitud con lo observado en humanos durante la intoxica-
cién con Mn. Estos resultados parecen indicar que el compo-
nente presindptico de las vias dopaminérgicas no es afectado
en los estados tempranos de la intoxicacién con Mn. Chandra
y Srivastava [17] reportaron resultados similares al no encon-
trar alteraciones anatémicas en el cerebro de ratones tratados
con Mn durante los primeros noventa dias de tratamiento. Por
otro lado, Martinez y Bonilla [35], observaron que en ratas
adultas tratadas con 10 mg de MnCly/mL en el agua de bebida
durante 8 meses, la actividad de la colina-acetitiransferasa no
se modificé en ninguna de las regiones cerebrales analizadas,
indicando que las neuronas colinérgicas, incluidas las inter-
neuronas postsinapticas a la via dopaminérgica nigroestriada,
son resistentes al efecto téxico del Mn.

Al contrario de los hallazgos obtenidos en los estudios in
vivo, las concentraciones de Mn utilizadas en los estudios in vi-
tro provocaron un cambio de la cinética de la fijacién del espiro-
peridol (BH) La alteracién producida sobre la fijacion especifica
parece depender principaimente de dos condiciones: a) de las
concentraciones de Mn en el medio de incubacién y b) el tiem-
po de incubacién del tejido cerebral en presencia de Mn y dopa-
mina. Donaldson y La Bella [23] mostraron que el incremento en
la autooxidacién de la dopamina depende de su concentracion
en el medio. Estos hallazgos parecen indicar que, en conjunto,
Mn y dopamina acttan produciendo un efecto directo y extenso
sobre las membranas celulares. La relacion entre Mn-dopamina
y dafio celular fue demostrada in vitro, por Sun y col. [45], quie-
nes encontraron que los secuestradores de radicales libres blo-
queaban solo el incremento en la peroxidacion lipidica estimula-
da por Mn, pero no afectaban el resto de los mecanismos 16xi-
cos que causan muerte celular. De acuerdo a este estudio, el
Mn unicamente aumentaba la tasa de muerte celular en el culti-
vo de células PC-12, cuando el medio de cultivo contenia tirosi-
na, que es el precursor de la dopamina. Ademas, Graham y col.
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FIGURA 1. CURVAS DE SATURACION Y GRAFICOS DE
SCATCHARD (INSERTO) DE LA UNION ESPECIFICA DE
ESPIROPERIDOL (*H) EN HOMOGENIZADOS DE
CEREBRO DE RATON. A. ESTRIADO.

B. BULBO OLFATORIO. C. HIPOTALAMO.

[29] habian demostrado anteriormente que los efectos deleté-
reos de la dopamina son mediados en forma especifica por la
producciéon de quinonas y semiquinonas, las cuales producen
dafio celular a través de la inhibicién de las enzimas nucleofili-
cas y la reaccion con los grupos nucleofilicos. Por otro lado,
Florence y Stauber [25] determinaron que los radicales peréxi-
dos generados por las reacciones oxidativas de la dopamina
tuvieron una toxicidad celular baja y los radicales hidroxilo se
generaron en muy baja cantidad.

El precipitado oscuro observado en las mezclas de pre-
incubacién que contenian dopamina, y dopamina + Mn, ha
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sido descrito [25, 28, 39] y parece corresponder a la formacion
de dihidroxiindoles derivados de la autooxidacion de la dopa-
mina. El hecho de que la cantidad de precipitado se incremen-
té cuando se aumento la concentracion de Mn, parece corro-
borar que este induce un aumento en la oxidacién no enzimati-
ca de la dopamina.

Estos estudios in vitro también demuestran que el Mn
afecta solo los parametros de fijacion en presencia de dopami-
na (la dopamina o el manganeso cuando se usaron en forma
aislada fueron inefectivos). En base a esto, se puede especu-
lar que los efectos deletéreos del Mn sobre el tejido cerebral
serfan originados por el aumento acelerado en la formacion de
los productos de la autooxidacién de la dopamina, los cuales
exceden la capacidad de los mecanismos de proteccién celu-
lar.

El Bmax y la Kd del espiroperidol (BH) en los homogenei-
zados cerebrales, preincubados en un medio que contenia Mn
y dopamina, comenzaron a presentar alteraciones a concen-
traciones de Mn mayores de 50 pM, similares a las que produ-
cen muerte celular en los cultivos de tejidos descritos por Sun
y col. [45]. Posiblemente las alteraciones observadas en los
parametros de fijacion del espiroperidol (3H) in vitro se debie-
ron a rupturas o alteraciones de la membrana, las cuales per-
miten la exposicion de diferentes sitios de fijacion de baja afini-
dad. La carencia de alteraciones observadas en el estudio in
vivo pueden ser dadas a que no se alcanzé las concentracio-
nes elevadas a nivel celular necesarias para producir tales
efectos. Esto Ultimo parece ser demostrado por los hallazgos
encontrados en el estudio in vitro. Es necesario la realizacién
de posteriores experimentos para tratar de encontrar cuales
son las alteraciones bioguimicas que causan este efecto dele-
téreo en los estudios in vitro y, a su vez dilucidar los posibles
mecanismos celulares protectores responsables de la ausen-
cia de alteraciones en los parametros de fijacion del espirope-
ridol (*H) en los estudios in vivo.

-

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los resultados de este estudio sugieren que la interac-
cién manganeso-dopamina es uno de los mecanismos respon-
sables de las alteraciones observadas en las neuronas dopa-
minérgicas durante el tratamiento con manganeso. Es necesa-
rio realizar otros estudios para identificar los subproductos de
esta interaccidn y su responsabilidad en el dafio neuronal.
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FIGURA 2. ACTIVIDAD ESPECIFICA DE ESPIROPERIDOL (3H) EN HOMOGENEIZADOS DE CEREBRO COMPLETO DE

RATON INCUBADOS CON DOPAMINA 10 mM Y CONCENTRACIONES CRECIENTES DE Mn. 3DIFERENTES
SIGNIFICATIVAMENTE DEL CONTROL (P<0.05).

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABD, E.L.; NABY,S.; HASSANIEM, M. Neuropsychiatric
manifestations of chronic manganese poisoning. J. Neu-
rol. Neurosurg. Psychiat. 28:282-288.1965.

AUTISSIER, N.; ROCHETT, L.; DUMAS, P.; BELEY, A;
LOIREAU, A.; BRALET, J. Dopamine and norepineph-
rine turnover in various regions of rat brain after chronic
manganese chloride  administration. Toxicology.
24:175-182.1982.

BEAL, M.F.; HYMAN, B.T.; KOROSHETZ, H. Do defects
in mitochondrial energy metabolism underlie the pathol-
ogy of neurodegenerative disease?. TINS. 16:125-131.
1993.

BERHEIMER, H.; BIRKMAYER, W.; HORNYKIEWIEZ,
K.; JELLINGER, K.; SEITELBERGER F. Brain dopamine
and the syndromes of Parkinson and Huntington. Clini-
cal, morphological and neurochemical correlations. J.
Neurol. Sci. 20:415-455.1973.

BHARGAVA, H.N. Effect of repeated administration of
manganese on striatal cholinergic and dopaminergic re-
ceptors in the rat. Toxicol. Lett. 37:135-141.1987

BIRD, E.D.; ANTON, A H.; BULLOCK, B. The effect of
manganese inhalation on basal ganglia dopamine con-
centrations in rhesus monkey. Neurotoxicology. 5:59-
66.1984.

BONILLA, E.: DIEZ-EWALD, M. Effect of L-Dopa on the
brain concentration of dopamine and homovanillic acid in

[10]

1]

[12]

(13]

[14]

(18]

rats after chronic manganese chloride administration. J.
Neurochem. 22:297-299.1974.

BONILLA, E. Flameless atomic absorption spectropho-
tometric determinations of manganese in rat brain and
other tissues. Clin. Chem. 24:471-474. 1978.

BONILLA, E. Tyrosine hydroxilase activity in the rat brain
after chronic oral administration of manganese chloride.
Neurobehav. Toxicol. 2:37-41. 1880.

BONILLA, E. Chronic manganese intake induces changes
in the motor activity of rats. Exp. Neurol. 84:696-
700.1987.

BONILLA, E. Chronic manganese poisoning and striatal
adenylate cyclase activity. Invest. Clin. 2:45-50.1985

BONILLA, E.; ARRIETA, A.; CASTRO, F.; DAVILA, J.O;
QUIROZ |. Manganese toxicity: Free amino acids in
striatum and olfactory bulb of the mouse. Invest. Clin.
35:175-181.1994.

BROUILLET, E.P.; SHINOBU, L.; MCGARVEY, U.;
HOCHBERG, F.; BEAL, M.F. Manganese injection into
the rat striatum produces excitotoxic lesions by impairing
energy metabolism. Exp. Neurol. 120:89-94.1993.

BULL, R.J. Paradoxical decrease in corpus striatal man-
ganese concentrations with manganese load. Com-
muns. Psycopharmacol. 2:17-20. 1978.

CANAVAN, M.M.; COBB, S.; DRINKER, C.K. Chronic
manganese poisoning. Report of a case with autopsy.
Arch. Neurol. Psychiat. 32:501-512.1934.

311



Efectos de tratamiento crénico con manganeso en cerebro de ratén / Villalobos, V. y col.

(16]

[17]

(18]

(22]

(23]

[27]

(28]

[29]

312

CARDOZO, J.; BONILLA, E. The neuropathology of ex-
perimental chronic manganese poisoning in rats. A pre-
limminary report. Invest. Clin. 26:117-124.1985

CHANDRA, S.V.; SRIVASTAVA, S.P. Experimental pro-
duction of early brain lesions in rats by parenteral ad-
ministration of manganese chloride. Acta Pharmacol.
Toxicol. 28: 177-183. 1970.

CHANDRA, S.V.; SHUKLA, G.S. Concentrations of stri-
atal catecholamines in rats given manganese chloride
through drinking water. J. Neurochem. 36:683-687.
1981.

CHANDRA, S.V.; MALHATRA, K.M.; SHUKLA G.S. GA-
BAergic neurochemistry in manganese exposed rats.
Acta Pharmacol. Toxicol. 51:456-458. 1982.

COOK, D.G.; FAHN S.; BRAIT K.A. Chronic manganese
intoxication. Arch. Neurol. 30:59-64. 1974,

COTZIAS, G.C.; PAPAVASLIOU, P.S.; GINOCS, J.;
STECK, A.; DUBY, S. Metabolic modifications of Parkin-
son’s disease and of chronic manganese poisoning.
Ann. Rev. Med. 22;305-326. 1971.

COTZIAS, G.C.; PAPAVASLIOU, P.S.; MENA, |.; TANG,
L.C.; MILLER S.T. Manganese and catecholamines.
Adv. Neurology. 5:235-243. Raven Press, New York.
1974,

DONALDSON, J.; LA BELLA, F.S.The effects of manga-
nese on the cholinergic receptor in vivo and in vitro may
be mediated through modulation of free radicals. Neuro-
toxicology. 5:105-112.1984.

ERIKSSON, H.; GILLBERG, P.G.; AQUILONIUS, S.M.;
HEDSTROM, K.G.; HEILBRONN E. Receptor alterations
in manganese intoxicated monkeys. Arch. Toxicol.
66:359-364. 1992.

FLORENCE, T.M.; STAUBER, J.L. Manganese catalysis
of dopamine oxidation. Sci. Total Environ. 78: 233-240.
1989.

GIANUTSO0S, G.; SELTZER, M.D.; SAYMEH, R.; WU,
M.L.W.; MICHEL, R.G. Brain manganese accumulation
following systemic administration of different forms.
Arch. Toxicol. 57; 272-275. 1982.

GLOWINSKY, J.; IVERSEN, L. Regional studies of cate-
cholamines in the rat brain. |. The disposition of (3 H)-nor-
epinephrine, (3 H)- dopamine and (3H)-D0pa in various re-
gions of the brain. J. Neurochem. 13: 655-669. 1966.

GRAHAM, D.G. Oxidative pathway for the catechola-

mines in the genesis of neuromelanin and cytotoxic qui-
nones. Molecular Pharmacology. 14: 633-643. 1978.

GRAHAM, D.G.; TIFFANY, S.M.; BELL, W.R.
GUTKNECHT, W.F. Autoxidation versus covalent bind-
ing of quinones as the mechanism of toxicity of dopa-

[30]

[31]

(32]

(33]

[34]

(35]

[40]

[41]

[42]

mine, 6- hidroxidopamine and related compounds toward
C1300 neuroblastoma cell in vitro. Molecular Pharma-
cology. 14:644-653.1978.

GRAHAM, D.G. Catecholamines Toxicity: A proposal for
the molecular pathogenesis of manganese neurotoxicity
and Parkinson’s disease. Neurotoxicology. 5:83-
96.1984.

GUPTA, S.K.; MURTHY, R.C.; CHANDRA, S.V. Neuro-
melanin in manganese-exposed primates. Toxicol. Lett.
6:17-20.1980.

KIMURA, M.; YAGI, M.; ITOKAWA, Y. Effect of subcute
manganese feeding on serotonin metabolism in the rat.
J. Environ. Pathol. Toxicol. 2:455-461. 1978.

LEUNG, T.K.C.; LAI, J.C.K, LIM; L. {3H) —Quinuclidinil
benzilate binding in striatal membranes from rats chroni-
cally treated with manganese chloride throughout devel-
opment and for over two years. Gen. Pharmacol.
17:121-1283. 1986.

LOWRY, O.H.; ROSEBROUGH, N.J.; FARR, A.L.; RAN-
DALL, R.L. Protein measuremente with folin phenol rea-
gent. J. Biol. Chem. 193: 265-275.1951.

MARTINEZ, H.; BONILLA, E. Water intake and brain
choline-acetyltranferase and acetycholinesterase activi-
ties in manganese treated rats. Neurobehav. Toxicol.
Teratol. 3:277-280. 1981.

MENA, I.; MARIN, O.; FUENZALIDE, S.; COTZIAS, G.C.
Chronic manganese poisoning. Neurology. 17:128-
136.1967.

MORENO, C.M.; BONILLA, E. Disminucién de la capta-
cién de ®H-GABA en cerebelo de ratas intoxicadas con
manganeso. Invest. Clin. 25 (2): 193-197. 1984.

MUNSON, P.J.; RODBARD, D. LIGAND: A versatile
computarized approach for characterization of ligand-
binding systems. Anal. Biochem. 10¥:220-239, 1980.

NATCHTMAN, J.P.; DELOR, S.; BRENNAM, C.E. Man-
ganese neurotoxicity: Efects of varying oxygen tension
and EDTA on dopamine auto-oxidation. Neurotoxicol-
ogy. 8:249-254. 1987.

SETH, P.K;; HONG. J.S.; KILTS, C.D.; BONDY, S.C. Al-
terations of cerebral neurotransmitter receptor function
by exposure of rats to manganese. Toxicol. Lett. 9:247-
454. 1981.

SETH, P.K.; CHANDRA, S.V. Neurotransmitter and neu-
rotransmitter receptor in developing and adult rats during
manganese poisoning. Neurotoxicology. 5:67-76. 1984.

SHEN, X.M.; DRYHURST, G. Iron- and manganese-
catalysed autooxidation of dopamine in the presence of
L-cysteine: possible insights into iron- and managanese-



Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XI, N2 4, 306-313, 2001

mediated dopaminergic neurotoxicity. Chem. Res. Toxi-
col. 11(7):824-837. 1998.

SHINOTOH, H.; SNOW, B.J.; CHU, N.S.; HUANG, C.C,;
LU, C.S.; LEE, C.; CALNE, D.B. Presynaptic and post-
synaptic striatal dopaminergic function in patients with
manganese intoxication: a positron emission tomography
study. Neurology. 48 (4): 1053-6.1997.

SHUKLA, G.S.; CHANDRA, S.V. Species variation in

manganese induced changes in brain biogenic amines.
Toxicol. Lett. 3: 249-453. 1979.

SUN, A.Y.; YANG, W.L.; KIM, H.D. Free radical and lipid
peroxidation in manganese-induced neuronal cell injury.
Ann. N.Y. Acad. Sci. 679: 358-363.1993.

VILLALOBOS, V.; CASTRO, F.,; BONILLA, E;
ESTEVEZ, J.; DAVILA, J.0. Manganese toxicity: Mus-
carinic receptor binding in the mouse brain. J. Toxicol.
Environ. Health. 42; 185-191.1994.

YAMADA, M.; OHNO, S.; OKAYASU, Y.; OKEDA, R,
HATAKEYAMA, S.; WATANABE, H.; USHIO, K.; TSU,
KAGOSHI H. Chronic manganese poisoning: A neuropa-
thological study with determination of manganese distri-
bution in the brain. Acta Neuropathol. 70:273-278.
1986.

313



	escanear0035.tif
	escanear0036.tif
	escanear0037.tif
	escanear0038.tif
	escanear0039.tif
	escanear0040.tif
	escanear0041.tif
	escanear0042.tif

