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EFECTO DEL MANGANESO (Mn) SOBRE LAS FUNCIONES
MOTORAS Y MNEMICAS EN UN MODELO DE DANO HEPATICO
CRONICO EN RATAS.

Il. RESUMEN

El Mn** es un microelemento indispensable para una cantidad de procesos celulares; sin
embargo también es un neurotoxico potencial. En alteraciones como la cirrosis, la exposicion a
Mn produce un aumento en la concentracién de Mn?* en estructuras de los ganglios basales del
cerebro tales como, el globo palido, putamen y nucleo caudado (NC). En los humanos, monos
y roedores con elevados niveles de Mn?* en la sangre y el liquido cefalorraquideo (LCR), se
presenta una alteracion en la concentracion de catecolaminas en diferentes regiones
cerebrales incluyendo el estriado, el NC y la sustancia nigra. Los cambios bioquimicos y
morfolégicos, en dichas estructuras, pueden condicionar alteraciones motoras, de la memoria y
del temperamento. En el presente trabajo se simularon las condiciones que se presentan
durante la EH, utilizando ratas macho Wistar divididas en 4 grupos. Tanto al grupo 1 (Control)
como al grupo 2 (Mn) se les practicé una operacion falsa a nivel abdominal; al grupo 3 (ligado)
y grupo 4 (ligado/Mn) se les practicé una ligacion del conducto biliar comun (LCBC). Los
grupos 2 y 4 se sometieron a un tratamiento crénico con Mn** (1 mg/ml) durante 4 semanas por
la via oral. Al final del tratamiento se realizaron diferentes pruebas para evaluar la coordinacion
motriz fina (CMF), usando el modelo de la Viga Inclinada (VI); la capacidad de aprendizaje y
formacion de la memoria utilizando la prueba de prevencion pasiva (PP) y el laberinto elevado
en “T” (LET), con el fin de evaluar el efecto de la intoxicacién por Mn?* durante estos procesos.
Los resultados en la VI no mostraron diferencias significativas entre los grupos, lo cual indica
que no se presenta una alteracion severa en la coordinacién motriz. En el LET no se obtuvieron
cambios significativos entre los diferentes grupos, sin embargo, en la prueba de PP, el grupo
ligado mostré un aprendizaje deficiente, lo cual indica que la LCBC podria afectar por si sola

los procesos cognitivos.



[lI. ANTECEDENTES

Desde que se comprobaron los efectos neurotoxicos del Mn en humanos expuestos a este
metal por actividad minera e industrial, se han realizado estudios para entender los
mecanismos por los cuales causa alteraciones neuropsicolégicas. Sin embargo, existen pocos
reportes acerca de las alteraciones en los procesos de memoria 0 capacidades intelectuales
tanto en pacientes con exposicién al Mn*?> como en modelos animales experimentales. Algunas
de las alteraciones reportadas son anomalias neuropsicoldgicas en estados tempranos, como
excitacion psicomotora, desordenes en el lenguaje, conducta compulsiva, deterioro de la
memoria [1,2]. Otras alteraciones incluyen problemas motores como son: dificultad para
caminar, hipertonia muscular, rigidez facial, temblores, letargica y disminucion en los
movimientos espontaneos, sintomas que son similares a los observados en la enfermedad de
Parkinson e indicativas de destruccion de las vias dopaminérgicas [1,2,3].

A nivel celular, esta condicién ha sido asociada con el aumento en la concentracion de Mn en
regiones especificas del cerebro, siendo las areas mas afectadas aquellas que conforman a los
ganglios basales (caudado-putamen, globo palido, sustancia nigra y nucleos subtalamicos)
[4,5].

Asimismo, esta distribucion diferencial de Mn cerebral se ha observado mediante estudios
postmértem en pacientes con patologia como la cirrosis (principalmente pacientes cirréticos
que murieron por coma hepético) [6,7], encefalopatia hepatica, fase activa de hepatitis aguda,
dafio crénico [8] 6 agudo al higado [9] y en pacientes que recibieron nutricién parenteral, por lo
que se ha observado una correlacion significativa entre la concentraciéon de Mn en sangre y la

actividad enzimatica del higado.

En el desarrollo de modelos animales de neurotoxicidad inducida por Mn se ha reportado que,
tras la administracion intratecal o intracerebroventricular de MnCl, en ratas, hay una disminucién
en la actividad motora espontanea que correlaciona con un declive de los niveles de dopamina
(DA) en el nucleo caudado y el putamen, asi como una severa pérdida neuronal en el globo
palido [10].

En un estudio en el cual se administré un tratamiento crénico de MnCl, 4H,0O (20 mg/Kg

oralmente y de forma diaria durante 18 meses) a monos Rhesus, se establecid que la



concentracion de Mn*? fue mayor en la corteza cerebral, cerebelo, diencéfalo, cuerpo estriado,
cerebro medio y puente [11]. Chandra (1981) expuso ratas al Mn** y observé un aumento en la
conducta agresiva e hiperactividad asi como un aumento en la concentracion de DA y
norepinefrina (NE) en el cuerpo estriado y el hipotalamo [12].

Bonilla et al. (1984) expusieron a ratas a MnCl, en el agua para beber, en dosis de 1y 0.5
mg/ml durante 8 meses y observaron que la actividad motora espontanea aumentaba durante
el primer mes; sin embargo, ésta disminuia a partir del séptimo mes [13]. Asi también,
Nachtman et al. (1986) observo en ratas a partir de la 5% y 7% semana de exposicion a 1.0
mg/ml de MnCl, en el agua para beber, aumento en la actividad locomotora en un inicio, pero
después ésta retorna al nivel normal [14]. Estos datos sugieren un lento desarrollo de respuestas
bifasicas debidas al Mn®*, donde se presenta hiperactividad seguida de hipoactividad, con un

componente dopaminérgico [15].

De la misma forma se han reportado en humanos los efectos de la exposicion a Mn sobre la
adquisicion del aprendizaje vy, al parecer, existe una relacion entre los diferentes parametros de
exposicion (dosis, tiempo y ruta de exposicion) y las alteraciones cognoscitivas. De esta
manera se ha observado una disminucion de la atencion, deterioro de la memoria,
principalmente de corto plazo, una coordinacion anormal mano-ojo, una disminucién en
respuestas rapidas y una disminucién en la velocidad de reaccion no perceptual [16,17,18,19].
Se ha reportado en modelos experimentales con roedores, que una exposicion a Mn durante
10 a 30 dias produce un deterioro reversible de los procesos de aprendizaje. Asimismo, se ha
observado un deterioro en la capacidad cognitiva como resultado de la exposicién de Mn** en
la prueba de laberinto en T y en el laberinto multivias, deterioro irreversible durante el nimero
de dias que dura el experimento [20].

Montes et al. (2001) reportaron en un modelo experimental de colestasis hepatica por obstruccion
biliar en ratas, un aumento en la concentracion de Mn en cerebelo y estriado de 60 y 175%
respectivamente, ademéas de un aumento en el nivel de DA estriatal de 27%, bajo un tratamiento
durante 4 semanas a dosis de 1 mg/ml de Mn®* por la via oral [21]. Cabe mencionar que este
modelo experimental pretende simular la condicidbn que se da en pacientes cirréticos con la

finalidad de conocer méas acerca del papel que desempefia el Mn en los ganglios basales. De esta



manera surge también la necesidad de evaluar el efecto del Mn (en dicho modelo) sobre las

funciones motoras y cognitivas por medio de tareas dependientes de los ganglios basales.

IV. INTRODUCCION
1. Acciones biolégicas del Mn

El Mn puede asumir 11 diferentes estados de oxidacién que van desde -3 a+7, siendo el de
+2 (divalente) el prevaleciente en los tejidos biolégicos. Esta capacidad del Mn para asumir
diferentes estados de oxidacion es de suma importancia ya que determina su potencial para
actuar tanto como prooxidante o bien como antioxidante en un medio bioldgico [22].
El requerimiento biologico del Mn como metal traza esencial para el crecimiento y el desarrollo
normal fue inicialmente reconocido alrededor de los afios 70. En la actualidad, se sabe que
este metal es necesario para una variedad de procesos fisioldgicos responsables de la
regulacion de la reproduccion, formacion de tejido conectivo y éseo, metabolismo de lipidos y
carbohidratos, y funcionamiento cerebral normal [23,24]. El Mn es un importante cofactor de
una variedad de enzimas involucradas en la sefializacion de transduccién, asi como en la

biosintesis de &cido desoxirribonucleico (ADN) y de neurotransmisores.

El promedio en la toma de Mn es entre 2 y 9 mg/por dia (para una persona de 70 Kg. de peso),
sin embargo se ha recomendado una ingesta de 2 a 5 mg/por dia para mantener un balance
optimo del metal y se ha calculado que s6lo un 5% aproximadamente de la ingesta del Mn se
absorbe. Algunos alimentos ricos en Mn son: el aguacate, moras, nueces, semillas, algas,
frutas secas y hojas de vegetales verdes [25].

De manera normal, en los mamiferos, el principal reservorio del Mn es en hueso (25%), piel,
higado, rifién y cerebro. Se ha observado que la concentracién de Mn en el cerebro humano es
alta en el adulto (aproximadamente 0.25 pg/g peso hiumedo) que en infantes menores a 1 afio

de edad [26].



2. Cinética del Mn

La via oral es la principal via fisiolégica de ingreso del Mn al organismo. Se ha demostrado
que el Mn proveniente de la dieta se absorbe en el tracto gastrointestinal, cuando se encuentra
presente en diferentes formas quimicas como son principalmente: MnO, , MnCl, [27].

El Mn es regulado sistémicamente por la velocidad de recaptura por los endocitos en el lumen
intestinal. Otro 6rgano de suma importancia en esta regulacion y del cual depende la
biodisponibilidad y excrecion del metal es el higado, el Mn llega a él a través del plasma via
vena portal y entonces puede ser recapturado, almacenado celularmente, o bien eliminado a
través de la bilis. Asimismo, en las células del higado y durante el proceso de absorcién
algunos Mn®* son oxidados a la forma mas reactiva: Mn®" [28, 29], probablemente por la
ceruplasmina encontrada en el plasma [30, 31, 32]. Es importante mencionar que una vez que
el Mn+ se encuentra en plasma aproximadamente el 80% esta ligado a B1-globulina y albumina

[33], la fraccion restante corresponde a Mn?* y Mn®*, pero la proporcién de estos no es clara.

Otra via importante de absorcion del Mn, es a través de los pulmones cuando la ruta de
exposicion es por inhalacion [34]. Asimismo, se ha demostrado que este 6rgano es el sitio
inicial y principal de almacenamiento de Mn cuando el organismo ha sido expuesto a la
inhalacién de altos niveles del metal.

Estudios realizados en primates expuestos a Mn por inhalacion, han ayudado a elucidar acerca
de la cinética del Mn, demostrando también que la absorcién del metal en el cerebro es lenta.
Se célculo una vida media de absorcién de 10 dias y un pico maximo a los 50 dias de la
administracion continua; la cinética de eliminacion es larga, con una vida media de 223-267
dias; asimismo se demostré en estos animales una eliminacién bifasica del Mn, con un
componente rapido de eliminacién de aproximadamente 3.9 dias seguidos de un componente
lento de 53 dias, este ultimo muy parecido al obtenido en el humano. La eliminacién corporal
total del Mn se ha calculado, con una vida media de la descarga rapida de aprox. 6 dias; la vida

media de la descarga lenta es de 95 dias [35].



3. Transporte y control del Mn en el Sistema Nervioso Central (SNC).

La homeostasis del Mn estda normalmente bajo un estrecho control para prevenir la
deficiencia o el exceso tanto a nivel sistémico como celular; de acuerdo con esto, la alteracion
de algunos procesos sistémicos de control o recaptura celular o liberacion del Mn tiene
potencial para provocar un desbalance en Mn y toxicidad.

Se ha propuesto que el Mn, cuando se encuentra sistémicamente en concentraciones
normales, entra al cerebro a través del plasma cruzando los capilares de la barrera
hematoencefélica (BHE) mediante el complejo Tf-Mn®** (el cual se detalla mas adelante),
mientras que en altas concentraciones cruza los plexos coroideos predominantemente [36].
Ingersoll et al. (1995) han demostrado que este sistema de barrera cerebral juega un papel
importante para restringir el paso del Mn al LCR, por lo que la homeostasis del Mn en el

cerebro parece estar influida directamente por la concentraciéon de Mn en plasma [10, 37].

Mediante estudios de fraccionamiento celular en cerebro de la rata, se ha visto que en
condiciones normales los niveles de Mn son altos en las mitocondrias, capilares y citosol,
intermedios en microsomas y sinaptosomas y bajos en mielina y ndcleo, sin embargo cuando el
Mn plasmatico se encuentra en altas concentraciones se multiplica la cantidad de este metal en
las estructuras subcelulares que de por si tenian un gran contenido [38].

Asi, una excesiva exposicion a Mn puede dar como resultado una acumulacion cerebral del
mismo, debido a una alteracién de los diferentes mecanismos reguladores de la cinética del
metal en la BHE que puede favorecer una entrada rapida y una salida mas lenta del cerebro, ya
que el Mn parece no producir directamente alteraciones histopatolégicas en BHE y los plexos
coroideos durante estados de toxicidad [27].

Se ha propuesto que los mecanismos potenciales de entrada del Mn al tejido cerebral son: a)
difusion facilitada, b) transporte activo y c) transporte mediado por transferrina (Tf), sin embargo
aun no estan claros los mecanismos de salida del Mn del cerebro, pero se presume que
pueden ser los mismos que aquellos de entrada [39].

El mecanismo de entrada del Mn al SNC mas estudiado, ha sido el transporte mediado por Tf.
Se ha determinado que el Mn** se une a la (Tf), que es la principal proteina transportadora del

hierro (Fe?*) en plasma, aunque el Mn** compite con este metal para ganar los sitios de unién a



Tf y formar un complejo estable (Tf-Mn®*") que es transportado celularmente hacia tejidos
extrahepaticos, incluyendo el cerebro mediante la internalizacion en vesiculas endosomales y
posterior endocitosis. No obstante una gran proporcién de Mn?* (aprox. 60%) parece no estar

ligada a Tf en el plasma [40].

Asimismo se ha visto que el Mn podria estar vinculado al sistema de entrega de Fe al S.N.C via
la Tf, ya que su distribucién en el cerebro corresponde a la distribuciéon de las zonas con alto
contenido de Fe, ademas de presentar transporte axénico para zonas con baja expresién de
receptores a Tf [41].

Existe evidencia de que los plexos coroideos y los oligodendrocitos son los dos Unicos tipos
celulares en el SNC capaces de producir Tf y ésta es sintetizada en las células epiteliales
coroidales [42]; asimismo las neuronas expresan receptores a Tf en su superficie [43] por lo
que el Mn ligado a Tf parece ser tomado por las neuronas via receptor mediado por endocitosis

(figura 1) [35].

Liquido cefalorraquiden

7 Tammows |

Mn 2 T)"‘ Mn-proteina

Figura 1. Esquema de la entrada del Mn hacia neuronas y células gliales, es posible que un transportador indefinido (T)
y/o un receptor mediado por endocitosis intervengan en esta cinética. El Mn es recapturado en la neurona a través de
su unién a una metaloproteina y probablemente sea secuestrado en vesiculas sinapticas. Por otro lado una gran
cantidad de Mn es recapturado en los astrocitos, donde el metal interacta con la glutamina sintetasa. Modificado de
Takeda A. (2003) [35].

Por otro lado, se ha sugerido la existencia de otro mecanismo de recaptura diferente al
mediado por Tf en los sistemas de barrera cerebral debido a que en diversos estudios

experimentales se ha visto que el Mn es removido rapidamente de la sangre y trasportado



parcialmente al cerebro en un periodo corto, independientemente de la ruta de administracion
[44].

Gunshin et al. (1997) demostré que DMT1 es un transportador de diversos metales en forma
divalente como son Fe?**", Zn®*,Cu®*, Mn?* y Co®" [43]. Dicho transportador es expresado tanto
en células endoteliales capilares cerebrales y células epiteliales coroidales, por lo que este
transportador puede estar involucrado en el trasporte de Mn”* en el cruce de los sistemas de
barrera cerebral. Asimismo se ha reportado que el DMT1 esta presente en células
hipocampales piramidales y granulares, células cerebelares granulares, células del nucleo
preoptico y células piramidales de la corteza piriforme, en altas densidades y es posible que
este transportador este involucrado en la recaptura de iones de Mn de bajo peso molecular
ligado en neuronas. Sin embargo no se ha descubierto el transportador del Mn®*" no mediado

por Tf [43].

4. Neurotoxicidad del Mn
El S.N.C y los ganglios basales en particular, son considerados un importante blanco en la
neurotoxicidad que causa la sobreexposicion a Mn, ya que la permeabilidad de este metal

2+3+ o el Zn2+.

hacia estos tejidos es mas alta inclusive que la de otros metales como el Fe
Asimismo, se ha observado que existe una gran susceptibilidad para que se llegue a una
concentracion anormal de Mn en regiones cerebrales ricas en mitocondrias y Fe, como son los

ganglios basales, donde puede contribuir al desarrollo de desérdenes neurodegenerativos [45].

Se ha determinado que en el humano la absorcién anormal de Mn se debe a su exposicion en
altas dosis que puede inducir a un estado de intoxicacion llamado “manganismo” o “locura
manganica” y esta caracterizado por una disfuncion extrapiramidal similar a la enfermedad de
Parkinson y donde eventualmente se presentan sintomas neuropsiquiatricos similares a los
encontrados en la esquizofrenia. Este sindrome ha sido observado en mineros, trabajadores de
la aleacion de fierro, manufactura de baterias, reparacion de automotores y en agricultores que
estuvieron expuestos de manera accidental e inhalaron de manera prolongada particulas de
Mn que contienen ciertos insecticidas [46, 47, 48, 49, 50, 51].

A menudo, estas personas en los estados tempranos de intoxicacion muestran cambios

conductuales como son: risas compulsivas, nerviosismo, ansiedad, irritabilidad, conductas



compulsivas, hostiles y agresivas [52], y en estados posteriores de la intoxicacién puede
ademas presentarse alteraciones motoras que van desde dificultad para caminar, desequilibrio
en el paso, hipertonia muscular, rigidez facial, temblores, letargia y disminucion en los
movimientos espontaneos. Asimismo, se ha reportado una disminucion en las capacidades
sensoriales y cognitivas; disfunciones, de coordinacion (por ejemplo mano-0jo) y una
disminucion en la ejecucién de respuestas rapidas [20].

Otro posible origen de la acumulacién anormal de Mn en el S.N.C y toxicidad clinica, ha sido
identificado en pacientes con nutricion parenteral y personas con un deterioro severo del
higado, como ocurre durante la fase activa de la hepatitis aguda, la cirrosis posthepatica y la
encefalopatia hepética. En estas enfermedades el Mn se encuentra elevado en el plasma
sanguineo y esto se ha atribuido a una disminucion en la excrecion biliar del metal ademas de
una alteracion en las enzimas del higado encargadas de la destoxificacion de sustancias que
son potencialmente neurotoxicas como es el Mn [6, 10]. Asimismo, estudios de imagenes de
resonancia magnética en estos pacientes muestran que existe sefiales de hiperintensidad
simétricas y bilaterales en el globo palido como consecuencia de una acumulacién anormal de
Mn en dicha estructura y los estudios postmoértem de ésta estructura cerebral revelan un
aumento de 7 veces mayor a lo normal en la concentracion de Mn [6, 53]. De igual manera
mediante técnicas de imagen como la tomografia por emision de positrones (PET) con 6-
fluorodopa (6-FD) es posible determinar que los pacientes con Parkinson idiopético tienen una
menor recaptura de 6-FD en el estriado, especialmente en el putamen posterior [54]. Gracias a
estas técnicas de imagen se determind, en la intoxicacion con Mn, tanto en primates como en
pacientes, que el globo palido es la zona con mas dafio, lo que sugiere que esta estructura es

la que mas Mn concentra y la mas afectada en la exposicion al metal [55].

En humanos intoxicados por Mn como en modelos animales de manganismo, la excesiva
exposicidn al metal ha sido asociada con una declinacién de los niveles estriatales de DA, la
degeneracion de terminales nerviosas dopaminérgicas, una pérdida celular masiva en el
segmento interno del globo palido, ademés de gliosis y edema en el extremo posterior de la
cépsula interna [5, 8, 45, 55, 56, 57, 58]. También frecuentemente se ha encontrado de manera

general que los ganglios basales presentan una marcada disminucion de fibras mielinizadas,



una presencia ocasional de cuerpos de Lewis [45, 59], una proliferacion irregular de astrocitos y
usualmente el desarrollo de astrocitosis Alzheimer tipo Il en el cudl estas células tipicamente
exhiben un ndcleo pélido y alargado, marginacion de la cromatina y a menudo un nucleolo
prominente [60, 61], por lo que se ha propuesto que las caracteristicas neuropatoldgicas
encontradas en este tipo de astrocitos sugiere un rol importante de este tipo celular en la
patofisiologia de la neurotoxicidad del Mn.

Por otro lado, debido a que se han hallado cambios neuroquimicos previos a las alteraciones
morfolégicas en el manganismo tal parece que el sindrome neurolégico caracteristico de esta
enfermedad, puede estar asociado con la degeneracion del metabolismo de neurotransmisores
en el SNC.

Adicionalmente se ha evidenciado en los modelos experimentales, que el tratamiento cronico
de Mn provoca una alteracion selectiva en la distribucion regional en el S.N.C de otros metales

traza como son Fe?***, cu*, zn**, ca® y Se”***[38].

Sin embargo, en lo que respecta al Fe varios estudios en la literatura demuestran que tanto el
estado de oxidacion en el que se encuentre el metal, asi como la concentracion del mismo
puede tener un efecto directo sobre los niveles de Mn en el SNC [62, 63]. Se ha observado
durante estados de deficiencia de Fe una intensificacién en la acumulacién de Mn en ciertas
areas cerebrales, lo cual indica que la relacidon entre ambos metales es de suma importancia
para el desarrollo de la neurotoxicidad del Mn.

Sin duda, las consecuencias debidas a la acumulacion excesiva de este metal tanto en el
humano como en los modelos animales son graves, y al parecer la neurotoxicidad del Mn?*

depende de la dosis acumulativa del mismo, asi como de la ruta y tiempo de administracion .

5. Mn y sistemas de neurotransmision
En diferentes modelos de neurotoxicidad por Mn en roedores, se ha encontrado que dicho
metal no siempre tiene los mismos efectos sobre la DA; por ejemplo, se ha reportado tanto una

disminucion significativa de DA en el estriado, como un aumento de dicha catecolamina que



posteriormente disminuye durante el tiempo de exposicion, por lo que se ha concluido que la

variacion de estos efectos se debe al tiempo, ruta, dosis y tipo de Mn administrado [64].

No obstante, recientemente, Montes et al. (2001) en un modelo experimental de colestasis
hepética por obstruccion biliaria en ratas, reportaron un aumento en el contenido estriatal de Mn
de 77 y 137% cuando se administra MnCl2 4H20 por via oral durante 4 semanas, a dosis de
0.5y 1 mg/ml de Mn’ respectivamente; asimismo, estos grupos presentaron una disminucién
del 30% de DA estriatal cuando se comparan con los grupos controles, y se observd un

aumento significativo (69% p<0.05) en el recambio de DA a dosis de 1 mg/ml de Mn? [21].

Se ha reportado en pacientes cirrGticos y en trabajadores expuestos accidentalmente al Mn
[65], un incremento de varias veces de la concentracién normal en la eliminacién urinaria del
acido homovanilico (HVA) considerado el principal metabolito de la DA, lo cual sugiere un
incremento en el recambio de la catecolamina causado por la acumulacién anormal del Mn en
regiones cerebrales especificas. Adicionalmente, en el estudio PET practicado a estos
pacientes cirréticos se observé un dafio en el estriado principalmente en las vias post-
sindpticas de eferencias de la sustancia nigra [66], asi como una disminucion significativa en la
densidad del receptor de DA postsinaptico D2, en las regiones correspondientes al pélido y
putamen [67]. De igual manera, cuando se realiz6 el estudio en monos intoxicados por Mn se
encontrd, aunado a la degeneracion de las terminales nerviosas dopaminérgicas, una
disminucion del receptor D1 postsinaptico contenido en estructuras estriatales, sin embargo no
se encontré una alteracion en la densidad del receptores D2, receptores muscarinicos a
acetilcolina o en los receptores GABAA también analizados [58].

Por otro lado, existe una inconsistencia en los reportes de la concentracion de glutamato y del
GABA en los ganglios basales después de una exposicion a Mn en roedores. Por ejemplo, la
exposicion a 6 mg por dia (10 veces mas de la ingesta normal) lleva a un aumento en la
concentracién de Mn y a una disminucion significativa en las concentraciones de GABA [68].
En otro reporte en el cual las ratas fueron expuestas a 20 mg Mn/Kg por dia se encontré un

aumento significativo en la concentracion de Mn, GABA y glutamato [69].



Asimismo, cuando se perfunde el estriado de rata con 200 nM de MnCl, se observa una
disminucion significativa en los niveles de GABA en estriado. Sin embargo, los niveles de
glutamato, aspartato y glicina también analizados no muestran alteraciones en dicha estructura
(figura 2) [70]. En cambio en un estudio similar cuando se perfunde el mismo componente de
Mn a la misma concentraciéon pero ahora en el hipocampo, se observd que existe una
disminucion del 50% en los niveles de glutamato y aspartato [71]. Por ello se postula que la
accion del Mn sobre la liberacién de estos neurotransmisores en la hendidura sinaptica puede
variar dependiendo de la regién cerebral, aunque la diferencia en la accién del Mn sobre la

liberacion de glutamato y aspartato en el estriado y el hipocampo es desconocida [70].
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Figura 2. Efecto del Mn sobre la liberacién de los neurotransmisores glutamato, aspartato, GABA y glicina en el estriado
de rata. Se esquematiza el porcentaje en el nivel del neurotransmisor durante el perfundido. (*p<0.001). Modificado de
Takeda A. et al. (2003) [70].

De igual manera, se ha demostrado que durante una exposicion a bajas dosis de Mn, no
parece afectarse el contenido de DA estriatal en ratas, aunque da como resultado un aumento
significativo y bilateral de GABA, por consiguiente se ha propuesto que el efecto del Mn sobre
los ganglios basales puede progresar cuando se incrementa la dosis acumulativa, iniciando con
efectos GABAérgicos a una exposicion baja y afectando los niveles de GABA y DA durante
altas exposiciones [72]. Cabe mencionar que la alteracion en el funcionamiento glutamatérgico
y GABAérgico pueden contribuir a un deterioro en el metabolismo de la DA [73].

Se ha propuesto que los efectos téxicos del Mn sobre la DA estriatal pueden estar mediados
indirectamente por un metabolismo anormal del glutamato y/o del GABA, y que dichos cambios
en areas propensas a acumular el Mn preceden los efectos caracteristicos del metal sobre la

funcién dopaminérgica. Especificamente existe la hip6tesis de que la acumulacion de Mn en el



globo palido causa una disminucién del disparo eferente GABAérgico del globo pélido hacia los
ndcleos subtaldmicos. Consecuentemente, las proyecciones glutamatérgicas dentro de la
sustancia nigra que se originan de los nudcleos subtaldmicos pueden disparar de manera
incontrolada causando una desregulacion del impulso dopaminérgico del estriado hacia la

sustancia nigra (figura 3) [73].
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Figura 3. Diagrama esquematico de los ganglios basales durante el manganismo. Globo pélido (GP), nucleos
subtaldmicos (STN), sustancia nigra (SN). Modificado de Erikson K, M. et al. (2003) [73].

6. Accion del Mn sobre la neurotransmision sinaptica

Los mecanismos moleculares bajo los cuales el Mn tiene efectos téxicos sobre las terminales
nerviosas no han sido bien aclarados; se ha comprobado, in vitro, que los efectos de la
toxicidad del Mn sobre la funciéon sinaptosomal traen como consecuencia una inhibicion de la
recaptura de neurotransmisores y de este modo interfiere con la transmision sinaptica [68, 74,
75]. Narita et al. (1990) [76] sugiere que el Mn?* puede entrar a las terminales nerviosas por
medio de canales de Ca’* dependientes de voltaje durante los potenciales de accién, esto fue
demostrado en nervios motores en rana. En un experimento similar Drapeau y Natchen (1984)
ademas demostraron que el Mn®* induce una liberacion de DA de las terminales nerviosas
despolarizadas [77]. Asimismo, se ha visto que en ausencia de Ca®" extracelular, el Mn**
induce una potenciacion a largo plazo en la liberacién de acetilcolina de las terminales

nerviosas cardiacas parasimpéticas después de una estimulaciéon nerviosa tetanica [78]; de



igual manera se ha reportado una disminucién en la actividad de la acetilcolinesterasa en
modelos animales de exposicién a Mn [79].

Por otro lado, después de una inyeccién intraestriatal e intranigral de **MnCl,, el **Mn es
detectado en el estriado y en la sustancia negra respectivamente [41, 80]. Cuando el **MnCl,
es inyectado bilateralmente dentro del estriado después de una inyeccion unilateral de
colchicina, un inhibidor del transporte axonal, se suprime el transporte de **Mn hacia la
sustancia negra por lo tanto, el Mn esta sujeto a un transporte axonal en la via GABAérgica
estriato-nigral y/o via dopaminérgica nigro-estriatal y este transporte parece reflejar una
asociacion con la actividad neuronal. [80], En el caso de una inyeccion de **MnCl, dentro de

células mitrales y en el estrato plexiforme del bulbo olfatorio, el **

Mn es tomado por el soma de
las neuronas olfatorias secundarias, en esos estratos es transportado hacia el area entorrinal;
la corteza olfatoria secundaria a lo largo del tracto olfatorio [51]. Se considera que el Mn es
liberado de las terminales de las células mitrales en la corteza piriforme y/o amigdala. A su vez,
la liberacién de **Mn previamente captado por la amigdala se refuerza durante la estimulacion
con K* [70]. Esta liberacién dentro del espacio extracelular durante la estimulacién con alto K*
es inhibida por tetrodotoxina un bloqueador de los canales de sodio. Por lo tanto los iones de
Mn pueden estar dinamicamente vinculados a procesos de sefializacion neuronal en la
amigdala [71]. Este reforzamiento de la liberacién de **Mn durante la estimulacién con alto K+
fue observada en el hipocampo, pero no en la sustancia negra. De la misma forma se hall6 un
incremento de glutamato en el espacio extracelular durante la estimulacion con una alta
concentracion K+, sugiriendo que este neurotransmisor esta altamente correlacionado con el
**Mn, y que el Mn esta liberado concurrentemente con glutamato de las terminales neuronales.
Ademéas se ha reportado que el Mn puede causar la activacion de canales catidnicos que son

activados por glutamato, por ejemplo receptor a N-metil-D-aspartato (NMDA), el cual contribuye

a la degeneracion neuronal (figura 4) [35].
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Figura 4. Esquema que representa la accion del Mn sobre la neurotransmision sinaptica. Canal de Ca* dependiente de
voltaje (VDCC), receptor a NMDA (NMDA R), transportador de glutamato (GLU T). Modificado de Takeda A. (2003)
[35].

7. Mecanismos de neurotoxicidad

Los mecanismos de accion téxica del Mn se han explorado principalmente en roedores; si
bien no ha sido facil debido a las propiedades quimicas del metal en un medio fisiologico y
especificamente en los sistemas neurales, se ha propuesto una hipétesis multifactorial donde
se expone que el efecto del Mn puede ser mediado por alguno o varios de los siguientes
procesos que pueden actuar sinérgicamente: estrés oxidativo, potenciacion de la autooxidacion
de la DA, alteracion en el metabolismo de neurotransmisores aminodacidos, disfuncion

mitocondrial y cambios en la actividad de enzimas dependientes del Mn.

7.1 Estrés oxidativo

La especificidad regional de esta neuropatologia y la naturaleza oxidativa del dafio celular
inducido por el Mn, a menudo, han sido atribuidos a la capacidad del elemento esencial para
estimular la generacion de radicales libres o especies reactivas de oxigeno (ERO) a niveles
citotéxicos. Si bien el Mn en condiciones celulares normales es considerado un antioxidante,
dicho metal es un poderoso pro-oxidante tanto en forma divalente como trivalente, y ésta
capacidad puede ser potenciada por un desbalance en la concentracion de metales traza en
estado trivalente principalmente Fe, o inclusive el mismo Mn** [68]. Ademas la elevada

actividad oxidativa de algunas regiones cerebrales puede facilitar la oxidacion de pequefias



cantidades de Mn** para el estado trivalente, siendo este tltimo considerado altamente reactivo
y promotor de la catélisis de radicales libres generados en la reacciones del ciclo redox tipo
Fenton. Cabe mencionar que las reacciones que se dan este ciclo redox, conllevan a la
transferencia de electrones generando radicales libres como son: el radical superoxido (Oy), el
peroxido de hidrogeno (H,0,) y el radical hidroxido (OH-). Ademas, el peréxido de hidrégeno es
considerado por si mismo un origen de la formacién de radicales libres bajo circunstancias
apropiadas [81].

Se ha reportado en el manganismo, un deterioro en la actividad enzimética de superoxido
dismutasa (SOD), una disminucién en el contenido de catalasa y glutation peroxidasa en la
sustancia negra, las cuales son responsables de la degradacion de H,O, [82]; asimismo existe
una disminucion de los tioles protectores [59, 83, 84], por lo que este escenario favorece una
modificacién en la homeostasis oxidativa de los ganglios basales, que eventualmente da como
resultado una peroxidacion lipidica [85] y muerte neuronal [86], como lo han demostrado los

estudios experimentales de cultivos neuronales.

Otro hallazgo indicativo de estrés oxidativo durante el manganismo, es una inhibicion causada
por el Mn al complejo mitocondrial a-cetoglutarato deshidrogenasa durante una exposicion in
vitro; éste es un complejo multi-enzima que cataliza un paso del ciclo de los &cidos
tricarboxilicos [87, 88]. Zheng y Graziano (1998) establecieron que el tratamiento de Mn in vivo
induce una disminucion de acotinasa en regiones cerebrales especificas (otra enzima del ciclo
de los acidos tricarboxilicos), ademas establecieron que el Mn puede inhibir la actividad de esta

enzima en mitocondrias cerebrales in vitro [37]

7.2 Susceptibilidad dopaminérgica

Se ha observado que el Mn promueve y potencia la autoxidacion de catecolaminas como son
la epinefrina, NE y la DA, siendo esta ultima la mas afectada, ya que el Mn puede destruir a su
precursor: la L-DOPA.
La DA al igual que las aminas en general, son una fuente importante de radicales libres en el
organismo, ya que por cada mol de amina oxidada se forma un mol de peroxido de hidrégeno;

también, durante el proceso de auto-oxidacion se da la formacion semiquinonas y quinonas



que son por si mismas téxicas [61]. Pero es aln mas decisivo el metabolismo enzimatico de la
DA que conduce no so6lo a la produccion de metabolitos deaminados como el acido
homovanilico (HVA) o el 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), sino también a la formacion de
potentes oxidantes celulares como el peroxido de hidrogeno y el radical hidroxilo [82. 89], los
cuales se ha propuesto, pueden en su momento atacar a la DA, a sus receptores
(principalmente al postsinaptico) o bien a las neuronas dopaminérgicas [83, 90, 91]. Asimismo,
como se ha mencionado antes, existen reportes de un aumento en el recambio de DA en
condiciones de neurotoxicidad causada por el Mn por lo cual la producciéon de radicales libres

tdxicos estaria muy incrementada.

Consecuentemente un alto contenido de DA estriatal en presencia de un aumento en la
cantidad de Mn en dicha estructura cerebral, crea circunstancias favorables para el disparo de
una aceleracioén catastréfica en la autoxidacion de la catecolamina [55]. Asimismo, el Mn puede
interactuar potencialmente con el H,O,, formado durante la deaminacién de la DA por la
monoamina oxidasa en neuronas de la sustancia nigra; bajo estas condiciones el metal puede
llevar a estrés oxidativo y a una induccion subsecuente de sefales de vias de transduccion

llevando a la muerte celular via apoptosis [92].

7.3 Disfuncién mitocondrial

Un efecto causado indirectamente por Mn en la neurotéxicidad frecuentemente reportado es
una disfuncidon mitocondrial en los ganglios basales, que inicia debido a que el metal tiene una
alta afinidad por las mitocondrias de las vias dopaminérgicas nigroestriatales, donde se
acumula principalmente en la membrana mitocondrial [77]; esta acumulacion irregular tiene
graves consecuencias inclusive para las mitocondrias astrociticas, las cuales son muy

vulnerables.

Se ha propuesto que el Mn promueve la acumulacién de Ca®* dentro de la mitocondria por la
inhibicion de los transportadores de Na; de esta manera activa el poro de transicion permeable,

el cual eventualmente lleva a la interrupcion de la funciéon mitocondrial [93, 94]. Ademas, el Mn



interfiere con la fosforilacion oxidativa por la inhibicién tanto de la F1-ATPasa mitocondrial [93,
94] y del complejo | [95], resultando una disminucion en los niveles de ATP [95, 96]. En ese
estado de disfuncién mitocondrial la proporcion de NADPH/NADP es incapaz de mantener un
ciclo apropiado para la actividad de la glutatién peroxidasa, llevando finalmente a un aumento
deletéreo en los niveles de Ca®* libre y de ERO [98, 99] que promueven la peroxidacion lipidica
de la membrana celular e inclusive esta peroxidacién puede ser potenciada por un exceso de
Fe®*'/Fe #* (figura 5), puesto que el Fe es capaz de generar ERO via la reaccién de Fenton [92]
y agravar la degeneracion neuronal en el globo pélido. Esta relaciéon eleva la importancia de
cémo el Fe puede ser un factor potencial de riesgo para la neurotoxicidad del Mn. Por lo que,
es posible que la cascada de efectos adversos (ya antes mencionados), que provoca el Mn
durante la neurotoxicidad en el organelo mitocondrial puedan finalmente inducir la muerte

celular via apoptésis [92].
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Figura 5. Se representan los mecanismos de regulacién del transporte celular del Mn y toxicidad. Canal de Ca**
regulado por voltaje (VR Ca®"), receptor a glutamato (Glu Rec), receptor a transferrina (TfR), poro de transicion
permeable (PTP), especies reactivas de oxigeno (ERO). Modificado de Roth J, A. et al. (2003) [92].
7.4 Excitotoxicidad mediada por glutamato

Observaciones experimentales sugieren que los mecanismos excitotoxicos secundarios

juegan un papel crucial en el desarrollo de la neurodegeneracion inducida por el Mn en el

estriado. Una excitacion anormal de neuronas estriatales durante la intoxicaciéon puede deberse



a la hiperactividad de neuronas corticoestriatales [86]. Por otra parte, estudios en autopsias en
tejidos cerebrales de pacientes con encefalopatia hepatica revelan que existe una expresién
alterada de varios genes que codifican para proteinas que tienen roles clave en el control de la
excitabilidad neuronal, asi como una disminucién en la expresion del transportador de
glutamato, un aumento en la expresion de monoamina oxidasa y del receptor a
benzodiacepinas tipo periférico, por lo que la alteracion en la expresion genética puede estar
asociada con una accién anormal del exceso de Mn en la sinapsis [2].

Por otro lado Hazell and Norenberg, [100] han atribuido las alteraciones en la recaptura de
glutamato, asi como en sus receptores, a los efectos de la produccion desmedida de ERO, los
cuales afectan los tioles de la proteina transportadora [101], y la actividad enzimatica de la
SOD vy glutation peroxidasa (24) siendo esta uUltima una enzima astrocitica clave. Ademas es
probable que el Mn disminuya la expresion del transportador de glutamato y aspartato (GLAST)
posiblemente a través de la generacion de ERO [4].

La modificacién en los niveles extracelulares de glutamato es una alteracion neuroquimica
significativa en la neurotoxicidad del Mn, por lo que la disminucion de la recaptura por los
astrocitos se ha propuesto como una causa principal en el desorden [100], ya que el
incremento en la concentracion extracelular de glutamato es potencialmente citotoxico para
neuronas cercanas, representando asi una causa proxima de la neurotoxicidad del metal [73].
En conclusion, es factible que la captura del Mn dentro de los astrocitos de los ganglios basales
y la subsecuente acumulacién del metal en la mitocondria de esas células comprometa el
metabolismo energético, dafio oxidativo, deterioro de la comunicacién astrocito-neurona, una
alteracion indirecta en las influencias excitatorias e inhibitorias, y un eventual desarrollo
secundario de toxicidad mediada por el glutamato. Algunos de estos procesos pueden jugar un
papel ademéas en la transformacion de los astrocitos normales en la forma patol6gica de
Alzheimer tipo Il. Finalmente, la vulnerabilidad selectiva de los ganglios basales puede ser
debida a una combinacién de diferentes efectos sobre los astrocitos de esta area, quizas

aditivos, mas que un simple proceso [81].



7.5 Oxido Nitrico

En fechas recientes el papel que juega el Oxido nitrico (ON) en la neurotoxicidad por el Mn
ha tomado importancia, ya que interviene en la produccion de dafio oxidativo, y se ha
observado que el ON es capaz de inhibir la cadena respiratoria mitocondrial fundamentalmente
el complejo IV [102]. Asimismo, estudios recientes han demostrado que el tratamiento de
astrocitos con Mn da como resultado un aumento en la recaptura del aminoacido L-arginina, el
cual es sustrato para la formacién del 6xido nitrico a partir de la enzima 6xido nitrico sintasa
(NOS) constitutiva neuronal [103]; también existe un incremento de la proteina NOS inducible y

en la expresién del gen correspondiente [103].

V. HIPOTESIS

La intoxicacion crénica con Mn?* en un modelo de encefalopatia hepética deteriora tanto la
coordinacion motriz como el aprendizaje y la consolidacion de la memoria en dos tareas

dependientes de los ganglios basales.

VI. OBJETIVO

Evaluar el papel del Mn2+, en un modelo de encefalopatia hepatica inducida, durante los
procesos nmémicos (adquisicion, consolidacion y evocacion de la memoria) y de actividad

motora fina.

VIl. METODOLOGIA

Animales y cirugia

Se utilizaron ratas macho Wistar de 200 a 250 gr de peso, las cuales estuvieron bajo condiciones

constantes de temperatura, con ciclos de luz-oscuridad de 12 hrs.



El experimento consistié de 4 grupos:

2 controles:
e Grupo 1 Control
e Grupo 2 Mn*
2 experimentales:
e Grupo 3Ligado
e Grupo 4 Ligado/Mn?

A ambos grupos controles (grupo 1 y grupo 2) se les realizé una falsa operacion en la
cavidad abdominal: los animales fueron anestesiados con pentobarbital 35mg/Kg.,
posteriormente se hizo una incisién de 1.5 cm en el abdomen, exponiendo el conducto biliar

comun y después se suturd la incision.

Los grupos experimentales (grupo 3 y 4) fueron sometidos a una operacion, por lo cual se
anestesiaron con pentobarbital 35mg/kg. La operacién consistio en la ligacion de conducto
biliar comun (LCBC) mediante el método reportado por Montes et al (2002) [104]. Una vez

operada, cada rata fue colocada en una caja individual, con libre acceso a comida y agua.

Los grupos 2 y 4 fueron sometidos a un tratamiento de Mn por la via oral durante 4 semanas en
el cual el agua disponible para beber consistié de una solucién de Mn a una concentracion de
1.0 mg/ml de Mn*?, para ello se preparé una solucién de 1.6 g de MnCl, 4H,0 en 1 L de agua.
Los grupos 1y 3 tuvieron disponible agua para beber.

Diariamente se registré el peso y el consumo de la solucién de Mn** (para los grupos 2 y 4)
para cada rata y posteriormente se estimé la dosis acumulativa de Mn*, para reportar el
resultado como mg de Mn?* por Kg de peso.

Una vez que concluy6 el tratamiento se realizé, durante el ciclo de luz, a cada rata y por
separado las pruebas para evaluar la coordinacién motriz, mediante el método de viga
inclinada, asi como la adquisicién, consolidacion y evocacion de la memoria mediante el uso de
laberinto elevado en “T” y camara de prevencion pasiva. Cada una de las pruebas se describen

a continuacion.



EFECTO DEL MANGANESO (Mn) SOBRE EL APRENDIZAJE Y MEMORIA EN EL
MODELO DE DANO HEPATICO CRONICO.

Experimento 1. Modelo de prevencién pasiva

Aparato
Se utiliza una cdmara de condicionamiento de madera, dividida en dos compartimentos del

mismo tamafio (30x30x30 cm) dichos compartimentos se encuentran separados por una puerta
deslizable. Uno de los compartimentos (de seguridad) esté iluminado con un foco de 15wy su
piso esta formado por barras de acero inoxidable. El piso del compartimiento oscuro (de
castigo) estd compuesto por dos placas de acero inoxidable conectadas a un generador de
choques eléctricos (LVE/BRS modelo PG-901); cada placa se continGia en forma de V con las
paredes del compartimiento lo cual permite que los sujetos se encuentren en contacto con ellas
todo el tiempo y puedan recibir el choque eléctrico. La camara de condicionamiento se localiza

dentro de un cuarto oscuro y sonoamortiguado provisto de ruido de fondo (figura 6).

Camara de condicionamiento
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Figura 6. Camara de condicionamiento utilizada para la prueba de prevencién pasiva.

Procedimiento: Entrenamiento y prueba

Durante la Unica sesion de entrenamiento o de adquisicién, cada sujeto se introduce en el
compartimiento iluminado durante diez segundos; transcurrido este tiempo se abre la puerta y
se mide el tiempo que tarda en cruzar al compartimiento de castigo (latencia de adquisicion).
En este momento se cierra la puerta y se aplica un choque de 2.5 mA durante cinco segundos

inescapables. Posteriormente se abre la puerta y se registra el tiempo que tarda en regresar al



compartimiento iluminado (latencia de escape), en donde se mantiene al sujeto durante 30
segundos mas para después retirarlo y devolverlo a su caja. 24 horas después, en la sesién de
prueba o retencion, en la cual se vuelve a introducir a cada sujeto al compartimiento iluminado
de la misma manera que en la sesién de adquisicion, s6lo que sin aplicar el choque y se mide
la latencia que tarda en pasar al compartimiento oscuro (latencia de retencién). Si el sujeto no
cruza en 600 segundos se da por terminada la sesién y se asigna una latencia de retencién de

600, lo que indica una optima resolucién de la prueba [105].

Estadistica

Los resultados de las latencias se analizaron comparando las latencias de adquisicion y
retencion de los diferentes grupos. Debido a que las distribuciones de los registros fueron cortados
a 600 segundos, se utilizé un analisis de varianza no paramétrico de Kruskal- Wallis, seguido de la
prueba de U de Mann Whitney para realizar comparaciones entre los grupos (Sieguel, 1995),

utilizando el programa de Graph Pad Prism (version 4).

Resultados

Una vez que se realiz6 el andlisis estadistico de los datos obtenidos al llevar a cabo la prueba en
la cdmara de prevencién pasiva, ho se encontrd ninguna variacion significativa cuando se compara
las latencias de adquisicion. En cuanto a las latencias de retencién (LR) de los distintos grupos
experimentales, en la grafica 1.1, se observan el promedio o media * el error estandar promedio
(E. E. P). y se puede notar que el grupo ligado tuvo una reduccion significativa con respecto al
grupo control (p<0.004). Esto demuestra un déficit en la retencion del grupo ligado 24 horas
después del entrenamiento. Sin embargo, el grupo ligado/Mn** que fue tratado con el metal y

entrenado de la misma manera que los demés grupos, no muestra algun deterioro en la retencion.



Modelo Prevencion Pasiva
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Gréfica 1.1 Comparacion entre las latencias de retencién (LR) de los diferentes grupos, LR=600 indica una 6ptima resolucion
de la prueba. Se realizé una prueba de Kruskal-Wallis: KW=11.6, P=0.0085, Seguida de U de Mann Whitney *p=0.0043,
U=10

Discusion

La diferencia significativa que se encontrd en el grupo ligado cuando se compara con el grupo
control sugiere que la LCBC por si sola puede dar como consecuencia un déficit significativo en la
retencion, sin embargo, se esperaba encontrar una diferencia significativa del grupo ligado/Mn**
con respecto al grupo control, ya que el grupo ligado/ Mn®* estuvo sometido a un tratamiento
donde se potencia la concentracion cerebral de dicho metal en regiones especificas de los
ganglios basales (de acuerdo a lo reportado previamente por Montes et al. 2001) de ser asi se
hubiera evidenciando un deterioro en la retencién de la tarea, sin embargo esto no ocurrio, por lo
que se puede decir que el metal en el tratamiento utilizado para el grupo ligado/Mn** no provoca
alteracion alguna asociada al aprendizaje, la consolidacion o la evocacién de la memoria en dicha

tarea.



Experimento 2. Prueba de laberinto elevado en “T".
Aparato

El laberinto elevado consiste de 2 brazos abiertos opuestos que miden cada uno 50 x 10 cm.
y de 1 brazo cerrado (50 x 10 x 40 cm.) que estan elevados 50 cm del piso. Los brazos se
extienden de la plataforma central, donde el sujeto puede entrar libremente tanto a los brazos

abiertos como al cerrado (figura 7).

Figura 7. Laberinto elevado en “T".

Procedimiento: Entrenamiento y prueba

En la sesion de entrenamiento la rata se coloca en la parte final del brazo cerrado y se mide
el tiempo en que ésta sale (con las cuatro patas) al brazo abierto, siendo este tiempo la latencia
de adquisicion (LA); esto se repite durante 4 veces mas (LA1, LA2, LA3, LA4), y en la quinta
vez se coloca en el extremo del brazo abierto y se mide el tiempo en que tarda en llegar brazo

cerrado siendo este tiempo la latencia de escape (LE).

La sesion de prueba se realiza 48 hrs después, bajo las mismas condiciones de entrenamiento:
la rata se coloca en la parte final del brazo cerrado y se mide el tiempo en que tarda de salir
siendo éste la latencia de retencion (LR), el tiempo limite para que salga es de 180 segundos y
una LR=180 indica una optima resolucién de la prueba [106]. Esta prueba se basa en la
aversién natural que tienen los sujetos por deambular por los brazos abiertos, debido a lo cual
las LAs iran aumentando en cada ensayo (LA1< LA2< LA3< LA4) ya que los sujetos aprenden

a no salir hacia los brazos abiertos.



Resultados

En la grafica 2.1 se muestra el promedio + el E. E. P de los datos correspondientes a las LAL,
LA2, LA3 y LA4. Se llevo a cabo un andlisis estadistico de ANOVA de mediciones repetidas
seguido de una prueba de comparaciones multiples de Newman-Keuls. Los resultados muestran
que conforme aumenta el nimero de ensayos (LAL a LA4) en la prueba de entrenamiento, el valor
de la LA se incrementa progresivamente y ésta se acerca o es igual al valor maximo que es de
180, indicando un éptimo aprendizaje que se representa en la gréfica a través de una “curva de
aprendizaje” de acuerdo a lo esperado. Asimismo resulté significativa la comparacién en el grupo
Mn?* de la LAl contra la LA3, y de la LAl contra la LA4 (p<0.05 para ambos casos). Sin
embargo, para los grupos ligado y ligado/Mn?* los resultados no fueron significativos p>0.05, no

obstante como se puede apreciar en la gréfica los valores de las LA incrementaron

gradualmente.

Laberinto elevado en "T"
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Gréfica 2.1 Curva de aprendizaje. Se muestra el transcurso de las latencias de adquisicion LA1 a LA4 en la duracién de
la prueba. Los resultados representan el promedio + el E. E. P de la duracion de la LA, el valor maximo es de 180 en la
duracién de la misma. Se realiz6 una prueba estadistica ANOVA de mediciones repetidas, seguida de una Newman-
Keuls. *p<0.05, **p<0.01, ns=no significativo.



Para comparar la ejecucion en cada grupo para cada ensayo durante la prueba de
entrenamiento, se llevd a cabo una ANOVA de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de
Dunn’s como post-hoc. Los resultados mostraron que cuando se comparan las LAl de los
diferentes grupos no existe una diferencia significativa (KW=4.934, P=0.2219), lo mismo ocurre
cuando se comparan las LA3: KW=4.394, p=0.5296. Sin embargo, la comparacién de las LA2
resultd significativa entre el grupo control y el grupo Mn** KW=11.46, *p=0.0095; de igual
manera resulté significativa la comparacion de la LA4 entre el grupo control y el grupo Mn?*

KW= 8.657, *p=0.034 (Grafica 2.2).
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Gréafica 2.2 Comparacion de las LAL, LA2, LA3 y LA4 de la prueba laberinto en “T” Se llev6 a cabo una prueba ANOVA
de Kruskal-Wallis seguida de una prueba post-hoc Dunn; LAl: KW=4.39, p=0.2219, LA2: KW=11.46, p=0.0095, LA3:
KW=2.212, p=0.5296, LA4: KW=8.657, p=0.034.ns=no significativo, *p<0.05 Dunn’s.

En la grafica 2.3 se presenta la comparacion entre la LA4 y la LE para cada grupo
experimental. Se realizé una prueba t de Student en la que resultaron significativos el grupo
control p<0.0001, t=9.308 y ligado/Mn** p=0.0005 t=5.283. En los grupos Mn*" y ligado la
diferencia no resultd significativa p>0.05. Cabe mencionar que la LE es un parametro
importante para descartar efectos sobre procesos no mnemonicos (por ejemplo procesos

motores) que pudieran afectar de manera inespecifica en la ejecucion o desempefio de la



misma. Por lo que, a través de los datos obtenidos para este parametro y su respectivo analisis
se deduce que los sujetos ejecutaron de manera optima la prueba y que no tuvieron algin

impedimento motivacional o motriz severo que limitara su desempefio.
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Gréafica 2.3. Comparacion entre las LA4 y las LE para los diferentes grupos. Se llevé a cabo una prueba t de Student
para cada grupo. ***p<0.0001, ns=no significativo.

Otro parametro de suma importancia es la LR, que se mide en la sesion de prueba e indica la
retencién a largo plazo; el valor maximo es de 180 seg. En la grafica 2.4, se muestra el valor de
la LR expresado en media + E. E. P. Para el andlisis entre la LAl y la LR correspondiente a
cada grupo experimental se utilizé una prueba t de Student. Los resultados muestran que
existe una diferencia significativa p=0.0152 t=2.989, en el grupo control y el grupo Mn®*

p=0.005, t=4.916, pero no hubo diferencias en el grupo ligado p=0.999, t=2.133 ni ligado/Mn?*

p=0.1435, t=1.602.
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Gréfica 2.4 Comparacion entre las LAl y las LR de los diferentes grupos. Se llevé a cabo una prueba estadistica t de
Student *p=0.0152, t=2.989, ***p=0.005, t=4.916, ns=no significativo.

Posteriormente se comparé Unicamente las LR de los distintos grupos a través de un analisis de
varianza (ANOVA) p=0.2873, lo que demostrd que no existen diferencias significativas entre los
grupos. Por lo tanto, se concluye que en este modelo experimental, tanto el tratamiento con Mn**

como el dafio hepatico crénico como consecuencia de la LCBC no provocan un efecto grave sobre

el aprendizaje y la memoria.
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Gréfica 2.5. Comparacion de las LR para los diferentes grupos. Se llevé a cabo una ANOVA donde el valor de p=0.2873, no
significativo.

Discusion

Mediante los diferentes andlisis estadisticos que se realizaron a los resultados de los parametros
medidos en éste modelo (LAL, LA2, LA3, LA4, LE y LR) se mostr6 que no existen diferencias
significativas entre los grupos control, Mn**, ligado y ligado/Mn** por lo que se infiere que no existe
algun dafio severo en las capacidades cognitivas que conlleve a alguna alteracion en la ejecucion
de la tarea: asimismo, es notable que los sujetos experimentales desarrollaron de una manera

Optima la prueba, sugiriendo que los procesos de consolidacion y de retencion de la memoria

estan preservados.



EFECTO DEL MANGANESO (Mn) SOBRE LAS FUNCIONES MOTORAS EN EL MODELO
DE DANO HEPATICO CRONICO.
Experimento 3. Modelo de la viga inclinada

Aparato

Este sencillo instrumento consta de una viga de madera de 2 metros de largo colocada a 15
grados de inclinacién con referencia al piso y tiene un ancho variable de 3, 6, 12, 18, 24 mm.
que se ponen aleatoriamente durante la sesion. En el extremo alto de la viga se coloca sobre
una base la caja hogar de la rata, para que ésta atraviese la viga y llegue a su destino. La viga

inclinada se localiza dentro de un cuarto con iluminaciéon media y sonoamortiguado provisto de

3mm 6 mm

12mm 18mm 24mm
Figura 8. Modelo de la Viga inclinada. Vista superior de las ratas ejecutando la prueba en los diferentes grosores de la
viga: 3, 6, 12, 18 y 24mm.

ruido de fondo (figura 8).

Procedimiento: Entrenamiento y prueba

La sesion de entrenamiento consistié en colocar a la rata en la parte baja de la viga para que
precisamente la atravesara y llegara a su caja hogar situada al otro extremo; esta sesion se
llevd a cabo siempre en el mismo horario y bajo las mismas condiciones de temperatura y luz.
Los sujetos se entrenaron durante 4 dias consecutivos en la viga de 24 mm de grosor y se
realizaron tres ensayos por animal. La sesion de prueba se realiz6 5 dias después de que
concluyé el entrenamiento, siguiendo el mismo procedimiento pero esta vez el grosor de la viga
se cambio aleatoreamente en cada ensayo y se registrd si el animal cruza o no la viga, el
tiempo que utiliza en cruzarla y llegar a su caja (latencia de cruce), y el tiempo inmovil (T. 1) en

un maximo de 120 segundos para la ejecucion de la prueba [107].



El objetivo de utilizar esta prueba es identificar la coordinacion locomotora fina.

Resultados

Cabe mencionar que debido al disefio que se siguid en este trabajo, éste fue el Ultimo experimento
que ejecutaron los sujetos y cuando se realizé la sesion de prueba en el modelo de la viga
inclinada, la duracion del tratamiento para los grupos Mn?, ligado y ligado/Mn?* habia alcanzado
cerca de 6 semanas, por lo que durante este tiempo, fue mayor la mortandad como consecuencia
del desarrollo de la cirrosis. Debido a lo anterior la N se redujo a 3 sujetos para el grupo ligado.

Por otro lado, con los datos correspondientes al nimero de sujetos (por grupo experimental) que
cruzaron la viga con diferente grosor: 3, 6, 12, 18 y 24 mm se obtuvo los porcentajes por grupo y
se analizaron mediante una prueba de t de Student. El andlisis demostré que no existen
diferencias significativas entre los grupos experimentales p>0.10. En la grafica 3.1 podemos
observar que, efectivamente, los valores para la latencia de cruce en el grosor de 24 y 18 mm son
muy similares, y para la viga de 12 mm todos los sujetos de los distintos grupos, es decir el 100%
realizaron el cruce llegando a su caja hogar. Sin embargo, se observo durante la sesion de prueba,
que cuando los sujetos se probaron con la viga de grosor de 6 y 3 mm también les fue mas dificil
de cruzar ya que requieren de un mayor esfuerzo y de una habilidad motora compleja vinculada al
movimiento coordinado. Observamos que para el grosor de 3 mm se registré un menor porcentaje
de los sujetos que cruzaron la viga, sin embargo, esta diferencia no resulté significativa entre los

grupos ('t de Student p>0.10).
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Gréafica 3.1 Comparacion del porcentaje de sujetos que cruzan la viga a diferente grosor. Se llevé a cabo una prueba de t de
Student p>0.10, ninguno de los grupos es significativo.

Por otro lado, cuando se evalla el parametro T.I. mediante un analisis de varianza no
paramétrico de Kruskal-Wallis KW=22.517, p=0.2593 no se encontraron diferencias

significativas entre los grupos.

Otro parametro analizado fue la latencia de cruce, el cual nos indica el tiempo de esfuerzo que le
llevo al animal para ejecutar la prueba. Los datos fueron evaluados con un andlisis de varianza no
paramétrico de Kruskal-Wallis. En la gréafica 3.2 los datos se expresan como la media + el E. E. P
del namero de animales incluido en cada experimento. Los resultados de los analisis de varianza
Kruskal-Wallis fueron; viga de grosor 24mm: KW=0.4968, p>0.05, grosor 18mm: KW=4.768,
p=0.1896, grosor 12mm: KW=3.316, p=0.3454, grosor 6mm: KW=7.367, p=0.0611, y por ultimo
para el grosor 3mm: KW=2.549, p=0.4665. No se encontraron diferencias significativas entre los

diferentes grupos, en el parametro latencia de cruce, de la prueba de la viga inclinada.
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Gréfica 3.2. Comparacion de la latencia de cruce para los diferentes grupos experimentales. Se llevé a cabo un analisis
Kruskal Wallis, p>0.05, no se encontraron diferencias significativas.

Discusion

A pesar de los resultados reportados en éste modelo de encefalopatia hepatica crénica por
Montes et al (2001) [21]; donde se demuestra que el tratamiento crénico administrado en una dosis
de 1.0 mg/ml de Mn** provoca una acumulacién anormal del 57% en el estriado y por otro lado, de
acuerdo a la literatura, donde se ha reportado que en mamiferos los ganglios basales han sido
implicados en el funcionamiento no sélo motor sino también especificamente, la parte dorsal del
estriado esta involucrado en tareas relacionadas al aprendizaje y memoria, por lo que, se tenia
previsto encontrar una diferencia significativa en los grupos tratados que evidenciara una
alteracion severa en la coordinacion motriz fina, esto no sucedio, por lo que, al parecer, este
modelo de dafio hepatico crénico no repercute en las capacidades motoras de los sujetos

experimentales.



VIIl. CONCLUSIONES GENERALES

Las evaluaciones en las pruebas de Prevencién Pasiva (experimento 1) demostraron que existe
una deficiencia en la retencion de la tarea para el grupo ligado, se presume que esto se deba al
deterioro causado por el desarrollo de la cirrosis. Lo que indica que al parecer la LCBC practicada
en dicho grupo puede provocar un efecto deletéreo que repercute en la ejecucion de la tarea.
Sin embargo el analisis estadistico de los resultados correspondientes a los diferentes parametros
analizados en la prueba del laberinto elevado en “T” (experimento 2) no mostraron evidencias de
un deterioro cognitivo entre los diferentes grupos.
Por otro lado, los resultados en la prueba Viga inclinada (experimento 3) mostraron que no existen
diferencias significativas entre los grupos tratados y control (p>0.05) lo cual demuestra que no se
presenta una alteracion severa en la coordinacion motriz fina. Cabe mencionar que esta prueba es
sensible para medir alguna alteracién en el movimiento locomotor fino indicativo de una
anormalidad en las vias dopaminérgicas. Los resultados obtenidos en esta prueba nos llevan a
concluir que el efecto del Mn** en el modelo de dafio hepatico crénico no induce una alteracion
severa en el movimiento fino.
Con base en los resultados obtenidos de las pruebas experimentales antes mencionadas,
concluimos que algunas manifestaciones conductuales que revelan funciones integrativas se

preservan.
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