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Manganeso y sus funciones fisiolégicas

El Manganeso (Mn) es un oligoelemento que
estd involucrado en el metabolismo de proteinas, lipidos
y carbohidratos, siendo cofactor de varias enzimas-?
entre las que se encuentran: la superéxido dismutasa mi-
tocondrial (Mn-SOD) que es una de las principales enzi-
mas antioxidantes®; la glutamina sintasa que metaboliza
el dcido glutdmico a glutamina®; y la fosfoenol piruvato
carboxiquinasa que es una enzima clave en el metabolis-
mo de los hidratos de carbono®. El déficit de Mn en la
dieta puede producir anomalias congénitas, problemas
en la reproduccion, desérdenes de movimiento y altera-
ciones en el metabolismo de lipidos y carbohidratos®.
El departamento de nutricién y alimentacién del Institu-
to de Medicina de la Organizacién Mundial de la Salud?
determina que la ingesta diaria recomendada de Mn es
de 2.3 mg/dia para los hombres y de 1.8 mg/dia para las
mujeres, y también establece los niveles tolerables de in-
gesta en 11 mg/dia para los adultos”®. Si bien el Mn es
un nutriente esencial para el organismo®, la exposicién
a altas concentraciones de este metal puede ocasionar
alteraciones, especialmente en el Sistema Nervioso Cen-
tral (SNC), ya que se concentra en diferentes nicleos
cerebrales, generando un dafio irreversible®”. Ademads
puede generar disfunciones reproductivas, acompaifiado
de dafio testicular’™!?. En humanos se ha demostrado
que la exposicién a niveles elevados de Mn puede pro-
ducir disminucién de la libido e impotencia’*!¥ y hasta
una baja en la tasa de nacimiento, evidenciando el efecto
del Mn sobre la fertilidad"®. Trabajos publicados recien-
temente relacionan al Mn con la alteracién del eje re-
productivo’®! indicando que también ejerce un efecto
a nivel hipotaldmico, donde estimula la liberacién de la
hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH)
con el consecuente aumento de la secrecién adenohipo-
fisaria de la hormona luteinizante (LH).

Control de la liberacion de Hormona liberadora de
hormona luteinizante

El hipotdlamo representa la zona de integracién
entre el SNC vy el sistema enddcrino. El control del eje
hipotdlamo-hipofiso-reproductivo se expresa a través
de la estimulacién pulsatil de la LHRH sintetizada en
neuronas hipotaldmicas. El control de la liberacion de la

LHRH esta dado, al menos en parte, por la produccién y
difusién de 6xido nitrico (NO) por las neuronas adyacen-
tes a las neuronas productoras de LHRH. La produccién
de NO en el hipotdlamo, esta generado principalmente por
la isoforma neuronal de la 6xido nitrico sintasa (NOSn) y
su activacién depende de diferentes neurotransmisores.
Uno de estos es la noradrenalina que acttia sobre recep-
tores ol-adrenérgicos en neuronas productoras de NO
provocando el aumento de calcio (Ca) intraneuronal. Este
catién se une con la calmodulina para activar la NOSn®?,
con el consecuente aumento de NO que difunde hacia las
neuronas de LHRH donde estimula la liberacién del deca-
péptido®V. Otro neurotransmisor que controla la produc-
cién de NO es la dopamina® y, aunque es considerado un
neurotransmisor inhibitorio en otras regiones del cerebro,
éste estimula la liberacion hipotaldmica de LHRH®.

El NO en las neuronas de LHRH activa la ci-
clooxigenasa (COX) con el consecuente incremento en
la sintesis de prostanoides. La prostaglandina E2 (PGE2)
sintetizada por la COX, que activa la adenilato ciclasa
(AC) y aumenta la produccién de adenosina mono fosfato
ciclica (AMPc) provocando la exocitosis de los granulos
de LHRH, ya sea por la activacién de la proteina quinasa
A (PKA)®2) o directamente aumentando la conductan-
cia de canales i6nicos y provocando la despolarizacién
de las membranas neuronales®®. Asimismo, algunos au-
tores demostraron que el guanosina mono fosfato ciclico
(GMPc), cuya produccién es estimulada por la unién del
NO al grupo hemo de la enzima guanilato ciclasa (GC),
tendria también una funcién importante en la liberacién
de LHRH, promoviendo la apertura de canales de Ca a
través de la proteina quinasa G (PKG). La entrada de este
cation al espacio intracelular provoca la despolarizacién
neuronal y exocitosis de los granulos de LHRH®?. En
el presente trabajo de actualizacién se analizan algunos
mecanismos desencadenados por el Mn en forma aguda
sobre el eje hipotalamo-hipofiso reproductivo.

Efectos del Manganeso sobre la liberacion de LHRH

Para estudiar el papel del Mn sobre el eje hipo-
tdlamo-hipofiso-reproductivo, comenzamos evaluando
el efecto de la administraciéon de Mn (50ug/5ul) in vivo
por via intra-cerebro-ventricular a ratas macho adultas.
Los resultados obtenidos muestran que la administracién
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de una unica dosis de Mn incrementé significativamente
los niveles plasmaticos de LH a partir de los 60 min con
respecto al grupo control que recibid solucién fisiologi-
ca estéril. Estos niveles se mantuvieron incrementados
hasta el tiempo de finalizacién del estudio (120 min)
(Figura 1A). Para confirmar este resultado, evaluamos
el efecto de diferentes concentraciones de Mn in vitro
sobre la liberacion de LHRH desde el hipotdlamo me-
dio basal (HMB) obtenido de ratas macho adultas. Los
resultados indicaron que la concentracion de S00uM de
Mn fue la tnica de las estudiadas que tuvo efecto esti-
mulatorio significativo sobre la liberaciéon hipotaldmica
de LHRH desde el HMB (Figura 1B).

Efecto del Manganeso sobre diferentes mediadores
implicados en la secrecion de LHRH

Las vias que conducen a la liberacién de LHRH,
involucran tanto a las quinasas dependientes de AMPc
como a las dependientes de GMPc. Para ello determi-

namos el efecto in vitro de dos concentraciones de Mn
(50 y 500 uM) sobre la produccién de AMPc y GMPc.
Los resultados mostraron que el Mn, no produce modi-
ficaciones en el contenido hipotalimico de AMPc con
ninguna de las concentraciones utilizadas (Figura 2A).
Sin embargo, el contenido hipotaldmico de GMPc se vio
incrementado significativamente por la presencia de Mn
en una concentraciéon 500 uM (Figura 2B).

El NO participa en las interacciones neuroen-
docrinas y es capaz de producir un aumento de la libe-
raciéon de LHRH, ya que activa a la GC incrementando
los niveles hipotdlamicos de GMPc. Es por esto que
determinamos la actividad total de la NOS en HMBs
incubados con diferentes concentraciones de Mn (50 y
500 uM). Los resultados mostraron que sélo la concen-
tracion de 500 pM incrementd significativamente la ac-
tividad hipotaldmica de la NOS total (Figura 3A) siendo
ésta la misma concentracién que increment6 el conteni-
do hipotaldmico de GMPc (Figura 2B). Ademds, para
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Figura 1. (A) Efecto del Mn, administrado por via icv, sobre los niveles plasmaticos de LH en funcion del tiempo. Cada
punto de la curva corresponde a la media + ESM de 8-10 ratas por grupo. Los datos fueron analizados por test “t” de Student
para cada tiempo evaluado, *p<0.05 vs. control a 60, 90 y 120 min. (B) Efecto de concentraciones crecientes de Mn, sobre
la liberacion de LHRH in vitro desde HMB. Las barras representan la media + ESM de 6-8 HMB por grupo. Los datos fueron
analizados por ANOVA seguido por el test de Student-Newman-Keuls para comparaciones multiples; ***p<0.001 vs. control.
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Figura 2. (A) El Mn no modifico el contenido hipotalamico de AMPc (B) pero estimula la produccion de GMPc. Las barras
representan la media + ESM de 6-8 HMB por grupo. Los datos fueron analizados por ANOVA seguido por el test de Student-
Newman-Keuls para comparaciones multiples, **p<0.01 vs. control.
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evaluar el efecto del Mn sobre la COX, se determind
la produccién de los diferentes prostanoides sintetiza-
dos por ésta, utilizando una técnica de radioconversion
a partir de su sustrato, el dcido araquidénico, marcado
con “C, demostrando que la concentraciéon de 500 uM
disminuy¢ significativamente la produccién de los pros-
tanoides 6-keto-F1-a, la PGE2 y el tromboxano (TXB),
mientras que la concentracién de 50 uM sélo disminuyd
significativamente la de PGE2 (Figura 3B)

Estudio de los mecanismos implicados en la liberacion
de LHRH estimulada por Manganeso en el HMB

El Mn en una concentraciéon de 500 uM, pro-
duce un incremento de la liberacion de LHRH desde el
HMB y, ademais, estimula la produccién de NO, el cual
participa como mediador en la liberacion de LHRH.
Para demostrar la participacion del NO liberado se exa-
mino el efecto de la hemoglobina (HB), un secuestrador
de NO extracelular, y de Nw-Nitro-l-arginina metil ester
(L-NAME), un inhibidor especifico de la NOS, sobre la
liberacién de LHRH estimulada por Mn. Los resultados

indican que tanto la HB como el L-NAME bloqueron el
efecto estimulatorio del Mn sobre la liberacion de LHRH
(Figura 4 A y B), confirmando que el aumento de la acti-
vidad enzimadtica de la NOS forma parte de la cascada de
eventos involucrados en la liberacion de LHRH por Mn.

El GMPc es uno de los mediadores intracelu-
lares que participa en los complejos mecanismos de la
liberacién de LHRH que se encuentra incrementado por
la presencia de Mn (figura 2B). Este nucleétido se pro-
duce por la GC, y la presencia de azul de metileno (AM),
un inhibidor no selectivo de la GC, bloque6 totalmente
el incremento en la liberacién hipotalamica de LHRH
producido por el Mn, demostrando la importancia del
GMPc en este proceso (Figura 5 A). Uno de los caminos
por los cuales el GMPc media sus efectos, es a través
de la activacion de la PKG. El KT5823, inhibidor de la
PKG, nos permitié evidenciar la participacion de esta
quinasa en la liberaciéon de LHRH estimulada por Mn
(Figura 5 B). Estas evidencias demuestran la participa-
cién del NO y del GMPc, en el mecanismo de liberacién
hipotaldmica de LHRH estimulada por Mn.
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Figura 3. (A) El Mn estimula Ila actividad total de la NOS en el HMB e (B) inhibe Ia produccion hipotalamica de diferen-
tes prostanoides, generados por la COX. Las barras representan la media + ESM de 6-8 por HMB grupo. Los datos fueron
analizados por ANOVA seguido por el test de Student-Newman-Keuls para comparaciones multiples para cada grupo. *p<0.05,

**p<0.01, **p<0.001 vs. control.
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Figura 4. (A) La Hb impide el efecto estimulatorio del Mn sobre la liberacion de LHRH. (B) El NO participa en el efecto esti-
mulatorio del Mn sobre Ia liberacion de LHRH. Las barras representan la media + ESM de 6-8 HMB por grupo. Los datos fue-
ron analizados por ANOVA seguido por el test de Student-Newman-Keuls para comparaciones multiples; **p<0.01 vs. control.
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El desarrollo industrial, al igual que los cam-
bios alimenticios y los imponderables naturales, hacen
que la exposicidn a este metal se halla incrementado en
las dltimas décadas. Como se citd anteriormente, el Mn
es un nutriente esencial para el normal desarrollo y cre-
cimiento del organismo; es por esto que la Organizacion
Mundial de la Salud ha establecido valores de ingesta
diaria recomendada y maximos tolerables . Sin embar-
go, estos ultimos puede ser facilmente sobrepasados. La
exposicion a concentraciones elevadas de Mn produce
diferentes alteraciones en el organismo, siendo la expre-
sién mds grave de la intoxicacion, la aparicién de un sin-
drome simil Enfermedad de Parkinson conocido como
managanismo, provocado por la alteracién del sistema
dopaminérgico en los ganglios de la base ®°. Ademas,
el Mn produce efectos deletéreos sobre la reproduccion,
demostrado no s6lo en modelos animales sino también en
humanos @%2%415 Como es sabido, el control neuroen-
docrino de la funcién reproductiva se expresa a través de
la secrecion de gonadotrofinas desde la adenohip6fisis,
en respuesta a la estimulacién de la LHRH @, Esta neu-
rohormona, al igual que el NO, juegan un papel esencial
en la cascada de eventos que coordinan la fisiologia y
el comportamiento reproductivo ?%2!3D, Recientemente
se ha demostrado que el Mn puede contribuir con los
eventos hipotaldmicos relacionados con la reproduccién
en ambos sexos 419, La exposicién a niveles modera-
damente altos de Mn causa un incremento en los niveles
séricos de hormonas relacionadas con la reproduccién
como lo son LH y FSH, produciendo un temprano inicio
de la pubertad en animales jévenes !%!”, De esta manera
se demuestra la importancia de los niveles de Mn y de su
acumulacién en el hipotdlamo en la vida temprana. Ade-
mds, como se demuestra en este trabajo, el Mn también
tiene la capacidad de afectar la liberacién de LHRH en
animales adultos facilitando la secrecién de LH en forma
aguda, hormona encargada de controlar la produccién
de testosterona en las células de Leydig. Asimismo, la

exposicion a altas concentraciones de Mn en forma cré-
nica causa efectos toxicos en la reproduccion en machos
adultos por disminucion en el nimero de espermatozoi-
des y de su movilidad, lo que resulta en la disminucién
de la fertilidad ?**. En el presente trabajo se demuestra
que el Mn afecta diferentes mediadores que controlan la
liberacién de LHRH en el hipotdlamo, incrementando la
misma a través de la via NO-GMPc-PKG y aumentando,
en consecuencia, los niveles plasméticos de LH (Figura
6), afectando asf el eje hipotdlamo-hipofisario relaciona-
do con la reproduccion.
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Figura 6. Esquema que resume los mecanismos involucrados
en la estimulacion de la liberacion hipotalamica de LHRH desen-
cadenados por el Maganeso. Las flechas discontinuas indican
efectos inhibitorios y las continuas efectos estimulatorios. Mn,
Manganeso; LHRH, hormona liberadora de hormona luteini-
zante; LH, hormona luteinizante; NO, 6xido nitrico; NOSn, éxido
nitrico sintasa; Ca, calcio; AA, acido araquidénico; COX, ci-
clooxigenasa; PGE2, prostaglandina E2; AC, adenilato ciclasa;
AMPc, adenosina mono fosfato ciclica; PKA, proteina quinasa
A; GMPc, guanosina mono fosfato ciclico; GC, guanilato cicla-
sa; PKG, proteina quinasa G; LHRH n, neurona LHRH; NO n,
neurona NO; VP, vasos porta.
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Figura 5. (A) EI GMPc y (B) la PKG participan en el efecto estimulatorio del Mn sobre la liberacion de LHRH. Las barras
representan la media + ESM de 6-8 HMB por grupo. Los datos fueron analizados por ANOVA seguido por el test de Student-
Newman-Keuls para comparaciones multiples; **p<0.01,"**p<0.001 vs. control.
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