3. Efectes de I’exposicio cronica d’adults a Mn i estrés.

En aquest experiment es van valorar diferents parametres fisics i conductuals
d’animals adults exposats durant 19 setmanes a Mn, per via oral, i a estrés per

immobilitzaci6 2 h/dia durant 5 dies a la setmana.

Parametres fisics

A la taula IV.23 es pot veure la ingesta de menjar 1 aigua, I’increment de pes
corporal, el pes corporal, i el pes del cervell en acabar el tractament en els diferents
grups d’animals: grup control, grup exposat a Mn a dosi de 1000 mg/kg/dia, grup
exposat a Mn a dosi de 2000 mg/kg/dia, grup control estressat, grup exposat a Mn a
dosi de 1000 mg/kg/dia 1 estressat, i grup exposat a Mn a dosi de 2000 mg/kg/dia i
estressat.

Hi ha diferéncies significatives en la ingesta de menjar. El grup control
difereix significativament dels grups Mn-2000, Mn-1000 + estrés i Mn-2000 +
estres. El Mn 1 I’estrés estarien influint de manera significativa en aquestes
diferéncies (p<0.001, p<0.05), no aixi la interaccié (Mn x estreés) que no tindria cap
efecte.

En quant al consum d’aigua, el grup control difereix de tots els altres grups
excepte del control estressat. Els grups tractats amb Mn bevien significativament
menys. L’analisi dels efectes del tractament, mostra que el factor Mn 1 el factor estres
estan afectant significativament els resultats (p<<0.001). No té cap efecte en aquest
parametre la interaccié (Mn x estres).

El grup control difereix de tots els altres pel que fa al pes corporal. El grup
control és el que ha tingut un increment més important respecte a tots els altres
grups. Per tant, és el que presenta un pes més alt al final del tractament. Aquestes
diferéncies son estadisticament significatives 1 estan influides pel Mn (p<0.001), 1 per
I’estres (p<0.05), pero no per la interaccio d’aquests factors.

El pes del cervell dels animals del grup control només difereix
significativament dels que rebien Mn a dosi alta, amb o sense estres, sent el pes del
cervell d’aquests significativament més baix. Només es va observar un efecte del Mn

(p<0.001).



Taula IV.23. Ingesta de menjar i aigua total, guany de pes, pes corporal, i pes del cervell en rates mascles exposades cronicament a Mn i estrés

(19 setmanes).

Clorur de Mn (mg/kg/dia) 0 1000 2000 0 1000 2000
Estrés per immobilitzacid - - - + + +
Nombre d’animals n=15 n=15 n=15 n=14 n=15 n=14
Ingesta de menjar (g) 3588+259° 3231+140® 2155+260° 3302+199® 3125+246° 2016+246°
Consum d’aigua (ml) 4648+613" 2884+306" 1900+268°¢ 5100+732° 2844+165° 1949+193¢
Increment de pes corporal (g) 219.3+54.0° 140.9+30.8" -72.1438.2¢ 163.8+27.3 120.2436.5° -66.1+43.1¢
Pes corporal al final del 571.4+62.5" 491.3+41.9° 293.3+48.0° 516.6+34.9° 463.2+£53.8° 289.2+49.4°
tractament (g)

Pes del cervell al final del 2.15+0.09* 2.09+0.11° 1.90+0.12° 2.05+0.09* 2.04+0.12* 1.91£0.07"
tractament (g)

Pes del cervell relatiu 0.37+0.04" 0.42+0.04" 0.68+0.06" 0.39+0.03" 0.43+0.05" 0.68+0.12°
(pes cervell / pes corporal) %

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard. Valors en la mateixa fila que mostren diferents superindex (* " ¢) presenten

diferéncies estadisticament significatives al 95% (p<0.05).
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Figura IV.24. Variables de la Bateria d’Observaci6 Funcional (“FOB”) al dia 15 de

tractament, en les quals la mitjana dels grups diferia.
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Figura VI.25. Nombre de “rearings” per grup observats en la Bateria d’Observacio

Funcional (“FOB”) al dia 15 de tractament.
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Figura IV.26. Variables de la Bateria d’Observaci6é Funcional (“FOB”) al dia 30 de

tractament, en les quals la mitjana dels grups diferia.
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Figura IV.27. Nombre de “rearings” per grup observats en la Bateria

d’Observacio Funcional “FOB” al dia 30 de tractament.




El pes relatiu del cervell [(pes cervell / pes corporal animal) x 100] mostra les
mateixes diferéncies entre grups. Els animals tractats amb dosi alta de Mn, amb o
sense estres, difereixen de tots els altres grups, sent el seu pes relatiu
significativament més alt. Aquestes diferéncies sén degudes a un efecte del Mn (p<

0.01) (taula IV.23).

En la figura IV.24 es mostren les variables avaluades per la Bateria d’Observacio
Funcional (“FOB”) al dia 15 de tractament, en les que les mitjanes dels grups
diferien. L’analisi de la varianga pero no va revelar cap diferéncia significativa entre
els grups de tractament. El recompte de “rearings” durant la ”"FOB” al dia 15 de
tractament es mostra a la figura VI.25. No es va observar cap efecte significatiu del
tractament.

La figura IV.26 mostra les variables avaluades en la "FOB” al dia 30 de
tractament, en que les mitjanes dels grups diferien. L’analisi de la varianga perd no
va revelar cap diferéncia significativa entre els grups de tractament. El recompte de
“rearings” durant la ”FOB” al dia 30 de tractament es mostra a la figura V1.27. No es

va observar tampoc cap efecte del tractament.

La figura IV.28 presenta les variables avaluades en la "FOB” al dia 60 de
tractament, en que les mitjanes dels grups diferien. L analisi de la varianca va revelar
que hi havia diferéncies significatives entre grups en la piloereccio. A la figura IV.30
es mostren les mitjanes per grup en aquesta variable. El grup control difereix
significativament del grup Mn-2000 + estres. Mitjancant I’analisi de factors es va
evidenciar I’efecte del Mn (p<0.05) i de la interaccié (Mn x estres) (p<0.001) en
aquestes diferéncies. Aquests resultats no es modificaven introduint el pes com a
covariable. El recompte de “rearings” durant la "FOB” al dia 60 de tractament es
mostra a la figura V1.29. No es va observar cap efecte del tractament en aquesta

variable.
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Figura IV.28. Variables de la Bateria d’Observacié Funcional (“FOB”) al dia 60 de
tractament, en les quals la mitjana dels grups diferia. Amb asterisc (*) les variables

en que les diferéncies entre grups son estadisticament significatives (p<0.05).
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Figura IV.29. Nombre de “rearings” per grup observats en la Bateria d’Observacio

Funcional (“FOB”) al dia 60 de tractament.



1.2
bc

1 4
0.8 ab
0.6
04 N a
0.2

a a a
0
Control Mn 1000 Mn 2000 Estres Mn 1000 Mn 2000
mg/kg/dia mg/kg/dia mg/kg/dia + mg/kg/dia +
estrés estrés

Figura IV.30. Mitjanes per grup en la variable “Piloereccio” en la Bateria
d’Observaci6 Funcional (“FOB”) al dia 60 de tractament. Diferents lletres (a, b, ¢)

indiquen diferéncies estadisticament significatives entre grups (p<0.05).

Per ultim, la figura IV.31 recull les variables avaluades en la "FOB” el dia 90
de tractament, en que les mitjanes dels grups diferien. L’analisi de la varianca va
revelar que existien diferéncies estadisticament significatives entre grups en les
variables (amb asterisc): vigilancia, moviments tonics i piloereccié. En la variable de
vigilancia, el grup control puntua significativament més baix respecte a la resta dels
grups de tractament (figura IV.33). En la variable moviments tonics, el grup control
té significativament menys moviments (majoritariament quan observavem
moviments tonics es tractava d’esquena arquejada) que els grups tractats amb la dosi
alta de Mn, amb o sense estrés (figura IV.34). En la piloereccio, el grup Mn-2000 +
estres difereix significativament de tots els restants grups, puntuant més alt en

aquesta variable (figura 1V.33).
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Figura IV.31. Variables de la Bateria d’Observacié Funcional (“FOB”) al dia 90 de
tractament, en les quals la mitjana dels grups diferia. Amb asterisc (*) les variables

en que les diferéncies entre grups son estadisticament significatives (p< 0.05).
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Figura IV.32. Nombre de “rearings” per grup observats en la Bateria d’Observacid

Funcional (“FOB”) al dia 90 de tractament.
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Figura IV.33. Mitjanes per grup en la variable “Vigilancia” en la Bateria
d’Observacio Funcional (“FOB”) al dia 90 de tractament. Diferents lletres (a, b, c)

indiquen diferéncies estadisticament significatives entre grups (p<0.05).
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Figura IV.34. Mitjanes per grup en la variable “Moviments tonics” en la Bateria
d’Observacio Funcional (“FOB”) al dia 90 de tractament. Diferents lletres (a, b, c)

indiquen diferéncies estadisticament significatives entre grups (p<0.05).
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Figura IV.33. Mitjanes per grup en la variable “Piloerecci6” en la Bateria
d’Observacio Funcional (“FOB”) al dia 90 de tractament. Diferents lletres (a, b)

indiquen diferéncies estadisticament significatives entre grups (p<0.05).

El Mn afecta significativament (p<0.001) aquestes tres variables: vigilancia,
moviments tonics i1 piloereccid. L’efecte de I’estreés es troba només en la variable
vigilancia (p<0.05) i en la piloereccié (p<0.001), mentre que la interaccid6 (Mn x
estrés) només afecta a la piloereccio.

El recompte de “rearings” durant la "FOB” al dia 90 de tractament es mostra
a la figura IV.32. No s’observen diferéncies significatives entre grups en aquesta
variable.

La introducci6 del pes com a covariable en els analisis comentats no modifica

els resultats.



Examens conductuals

L’activitat motora dels animals va ser mesurada mitjangant un Camp Obert.
Els parametres enregistrats es mostren a la taula IV.34.

Per a valorar I’habituaci6 al Camp Obert es va efectuar un ANOVA per
mesures repetides. Es va trobar un efecte del temps en les variables distancia
recorreguda i “rearings” a I’arena. També es va observar un efecte de la interaccid
entre el temps 1 el grup de tractament en els “rearings”(p<0.05).

Al dividir I’observaciéo de 15 minuts en intervals de 5, es podien observar
diferéncies significatives en la variable distancia recorreguda a la zona centre dels 0
als 5 minuts i dels 5 als 10 minuts, i en la variable distancia recorreguda a la periféria
dels 0 als 5 minuts, dels 5 als 10 minuts i dels 10 als 15 minuts. Es va observar un
efecte general del Mn en les variables del Camp Obert (p<0.05) en conjunt, aixi com
un efecte de 1’estrés només en la variable distancia recorreguda al centre dels 5 als 10
minuts (p<0.05) i distancia recorreguda a la periferia dels 0 als 5 minuts (p<0.05)
(taula 1V.34).

La variable distancia total recorreguda al Camp Obert mostra una diferéncia
significativa en els valors dels grups en I’interval de temps dels 10 als 15 minuts

(figura IV.35). Aquesta diferéncia era deguda a I’efecte del Mn (p<0.01).

El pes dels animals en el moment de I’avaluaci6 al Camp Obert, era una
variable amb diferéncies significatives entre grups (p<0.01). A I’introduir el pes com
a possible variable predictora juntament amb el grup de tractament, es veia que el pes
no influia en les variables del Camp Obert, mentre si existia una influéncia del grup
(p<0.05). Aquesta influéncia del grup, ara només afectava les variables distancia
recorreguda a la zona centre dels 0 als 5 minuts i1 distancia recorreguda a la zona

centre dels 5 als 10 minuts. Aquestes diferéncies eren degudes a 1’estres (p<0.05).



Taula I'V.34. Variables avaluades en el Camp Obert en rates exposades cronicament a Mn 1 estrés (19 setmanes).

Clorur de Mn (mg/kg/dia) 0
Estreés per immobilitzacio -

1000

2000

0
+

1000
_l’_

2000
+

n=15
Distancia recorreguda a la zona  189.94+173.43%

centre dels 0 als 5 minuts (cm)

Distancia recorreguda a la zona 170.22+154.42%

centre dels 5 als 10 minuts (cm)

Distancia recorreguda a la zona 135.05+170.85

centre dels 10 als 15 minuts (cm)

Distancia recorreguda a la zona 2079.12+334.19"
de la periferia dels 0 als 5 minuts
(cm)

Distancia recorreguda a la zona 1437.13+426.13°
de la periferia dels 5 als 10
minuts (cm)

Distancia recorreguda a la zona 1144.87+417.14®
de la periferia dels 10 als 15

minuts (cm)

Nombre de “rearings” dels 0 als 5 26.20+5.36
minuts

Nombre de “rearings” dels 5 als 20.56+6.54
10 minuts

Nombre de “rearings” dels 10 als 17.87+6.92
15 minuts

Nombre de defecacions 1.40+1.40

n=15
301.47+£190.38%

279.02+180.52%
113.27+142.27

1983.50+397.77%

1455.83+501.79%

796.88+375.25%

27.87+5.63
21.40+5.72
11.40+5.74

2.20+1.82

n=15
101.02+71.55°

103.69+124.57°
91.97+121.90

1717.99+690.52°

1175.15+515.38"

800.47+538.11%

25.53+7.49
20.13+£8.77
16.27+10.40

0.47+1.36

n=15
153.84+102.80%

163.24+155.37%
111.48+134.07

2468.79+570.31°

1848.75+429.63"

1225.75+353.79*

29.33+£3.27
24.73+4.73
17.40+5.73

1.53+2.39

n=15
178.01+139.02%°

124.46+147.43%
76.50+87.53

2152.38+542.38%

1407.57+388.60%

1060.02+415.83%

26.40+7.56
18.53+6.91
14.87+7.55

2.13+2.07

n=15
150.77+127.88%

82.52+82.86°
53.87+68.32

1961.76568.54

1293.36+481.53%

749.35+386.73°

28.67+7.03
20.40+6.20
13.87+6.32

0.67+1.29

.. . . N . . ’ b : \ :
Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard. Valors en la mateixa fila que mostren diferents superindex (*”) presenten diferéncies

estadisticament significatives al 95% (p<0.05).
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Figura IV.35. Distancia total recorreguda al Camp Obert durant 15 minuts, dividida

en intervals de 5 minuts. Diferents lletres indiquen diferéncies estadisticament

significatives entre grups (p<0.05).

L’aprenentatge espacial es va mesurar mitjangant la prova del Laberint

d’aigua o “Water maze”. Aquesta prova consta de 5 dies d’adquisicio de

I’aprenentatge i un ultim “trial” al 5¢ dia on s’ha avalua la retencid, fent a I’animal

nedar a la piscina ara sense plataforma i observant la seva busqueda. Durant el

periode d’aprenentatge (els trials amb la plataforma) es van enregistrar els segiients

parametres: mitjana de la distancia recorreguda durant cada dia pels animals, mitjana

del temps que trigaven en trobar diariament la plataforma, nombre de defecacions

durant el primer intent de cada dia en el que van passar la prova, i distancia




recorreguda. Durant el trial de retencio o trial “probe” es van enregistrar els segiients

parametres: temps al quadrant de la plataforma i nombre de defecacions.

A la taula IV.36 es presenten els valors per grup respecte a la mitjana de la
distancia recorreguda per trobar la plataforma en els dies 1, 2, 3, 4 1 5. Hi ha
diferéncies estadisticament significatives entre grups els dies 3, 4 1 5 en aquesta
variable. Al dia 3, el grup control difereix significativament del grup tractat amb Mn-
2000 i del grup tractat amb Mn-1000 + estres, la qual cosa ¢és deguda a I’efecte del
Mn (p<0.001) i de la interaccidé (Mn x estreés) (p<0.05). Els dies 4 i 5, el grup control
difereix significativament del grup tractat amb Mn a dosi alta, amb o sense estres.
Aquests efectes son deguts al Mn (p<0.01, p<0.05). A part dels resultats en el dia 3,

no és mantenien, si en 1’estadistica afegiem el pes dels animals com a covariable.

La taula 1V.37 resumeix els valors per grup del parametre avaluat: mitjana
del temps que triguen en trobar la plataforma els dies 1, 2, 3, 4, 1 5. Existeixen
diferéncies significatives entre grups en tots els dies, les quals sén degudes a un
efecte del factor Mn (p<0.01). Apart dels resultats en el dia 3, aquests efectes no es

mantenien si en ’estadistica s’ introdueix el pes dels animals com a covariable.

No hi ha efectes del tractament en el nombre de defecacions durant
I’adquisici6 (taula IV.38) ni tampoc en el nombre d’aquestes durant el trial “probe”
(taula 1V.39), que ens estarien donant informacid sobre les diferéncies en

reactivitat/emocionalitat dels animals.

En el trial “probe” (taula IV.39), on els resultats donen informacié de la
retencio de I’animal de I’aprenentatge de la localitzacio de la plataforma, s’observen
diferéncies significatives entre grups respecte a la distancia recorreguda al quadrant
de la plataforma, i també respecte al temps que estan nedant en aquest quadrant.
L’analisi de factors mostra un efecte del Mn (p<0.05) en la distancia recorreguda i un
efecte del Mn (p<0.01) i de I’estrés (p<0.05) en el temps de permanéncia dels
animals al quadrant. Aquests efectes no es mantenien si en ’estadistica s’afegeix

com a covariable el pes dels animals.



Taula IV.36. Variables avaluades a la prova del “Water Maze” o Laberint d’aigua de Morris en rates mascle exposades cronicament a Mn i estrés

(19 setmanes) (I).

Clorur de Mn (mg/kg/dia)
Estrés per immobilitzacid

1000

2000

0
_l’_

1000
+

2000
+

Distancia mitja recorreguda al dia
1 per trobar la plataforma

Distancia mitja recorreguda al dia
2 per trobar la plataforma

Distancia mitja recorreguda al dia
3 per trobar la plataforma

Distancia mitja recorreguda al dia
4 per trobar la plataforma

Distancia mitja recorreguda al dia
5 per trobar la plataforma

n=15

624.88+241.95

505.72+£315.55

499.05+299.49*

337.65+£199.04°

370.11+£240.77°

n=14

748.11£257.18

642.45+338.07

618.68+258.85%

470.70+£195.71%

534.36+236.10%

n=15

724.82+151.39

763.30+276.31

809.69+189.66°

678.95+280.83°

682.224269.86°

n=14

661.81+231.31

691.45+196.76

598.194211.98%

509.49+226.65%

546.59+250.84%

n=15

795.58+219.08

508.70+£219.51

460.35+£192.23°

460.37+272.49%°

495.21+313.52%

n=14

715.66+177.68

683.65+206.28

671.31£161.72%

618.60+167.09°

653.41+193.08°

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard. Valors en la mateixa fila que mostren diferents superindex (* b ‘) presenten diferéncies
estadisticament significatives al 95% (p<0.05).






Taula IV.37. Variables avaluades a la prova del “Water Maze” o Laberint d’aigua de Motrris en rates mascle exposades cronicament a Mn i estres

(19 setmanes) (II).

Clorur de Mn (mg/kg/dia)
Estrés per immobilitzacio

0

1000

2000

1000
+

2000
+

Mitjana del temps que triguen en
trobar la plataforma al dia 1

Mitjana del temps que triguen en
trobar la plataforma al dia 2

Mitjana del temps que triguen en
trobar la plataforma al dia 3

Mitjana del temps que triguen en
trobar la plataforma al dia 4

Mitjana del temps que triguen en
trobar la plataforma al dia 5

n=15

31.87+12.68°

22.36+12.85°

22.88+15.33%

16.04£10.26°

17.72+12.29*

n=14

37.53+10.37%¢

28.23+14.51%

25.21+12.41%

20.99+11.53%

24.05+13.97%

n=15

47.00+12.77%

39.68+17.55"

44.31+15.48°

34.53+17.48"

34.68+16.93°

n=14

35.2149.97%

32.87+12.65®

25.94+£10.29%

22.87+11.21%

23.62+10.67°

n=15

42.13+11.10™

24.21+13.30%

18.32+7.67¢

19.17+12.28°

20.70+13.92%°

n=14

49.11+£10.12°

37.34+15.87®

34.41+14.80%

28.41+12.60%

29.57+12.85%

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard. Valors en la mateixa fila que mostren diferents superindex (* g ‘) presenten diferéncies
estadisticament significatives al 95% (p<0.05).



Taula IV.38. Variables avaluades a la prova del “Water Maze” o Laberint d’aigua de Motrris en rates mascle exposades cronicament a Mn i estres

(19 setmanes) (I1I).

Clorur de Mn (mg/kg/dia) 0 1000 2000 0 1000 2000

Estres per immobilitzacid - - - + + +
n=15 n=14 n=15 n=14 n=15 n=14

Defecacions durant el ler intent 2.1£1.3 2.5+¢1.4 3.1£1.5 2.2+£1.5 3.0£2.4 2.6£1.3

aldia 1

Defecacions durant el ler intent 2.2+1.6 2.1£1.6 2.2+14 1.9+1.5 2.1£1.5 1.9+0.9

al dia 2

Defecacions durant el ler intent 3.1+1.6 2.9+1.3 2.4+1.8 2.4+1.8 2.1£1.5 2.2+1.8

al dia 3

Defecacions durant el ler intent 2.2+1.5 2.4+1.4 2.7+1.6 2.0+1.5 2.1+1.5 2.4+1.3

al dia 4

Defecacions durant el ler intent 2.6£2.0 2.6£1.3 2.9+1.4 1.9£1.6 2.2+1.6 2.3+£1.4

al dia 5

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard.



Taula IV.39. Variables avaluades a la prova del “Water Maze” o Laberint d’aigua de Motrris en rates mascle exposades cronicament a Mn i estres

(19 setmanes) (IV).

Clorur de Mn (mg/kg/dia) 0 1000 2000 0 1000
Estrés per immobilitzacio - - - + +

2000
+

n=15 n=14 n=15 n=14 n=15

Distancia recorreguda al quadrant 682.04+217.25®  699.34+180.08"°  505.61+192.74*  695.91+154.57"  718.70+132.21°
de la plataforma al trial “probe”

Temps al quadrant de la 14.47+4.15° 13.50+4.24® 10.00+3.98° 15.39+3.50" 15.67+3.80"
plataforma al trial “probe”

Defecacions durant el trial 0.07+0.26 0.07+0.27 0.07+0.26 0.50+0.94 0.00+0.00
“probe”

n=14

675.89+207.57%

13.11+4.21%

0.14+0.36

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard. Valors en la mateixa fila que mostren diferents superindex (* b) presenten diferéncies

estadisticament significatives al 95% (p<0.05).



Finalment, per avaluar 1’aprenentatge contextual es va aplicar als animals un
test d’Evitacio Passiva (taula IV.40), basat en el model de condicionament classic.
L’analisi de la varianga per mesures repetides, utilitzant el dia del test com a mesura
repetida, va avaluar les diferéncies entre la laténcia en el dia d’adquisicié (T1) i la
laténcia 24 hores després en el dia de retencié (T2). La laténcia per entrar al
compartiment fosc va ser significativament més alta en tots els grups, la qual cosa
indica que hi ha hagut aprenentatge. No es van trobar diferéncies significatives en el
nombre d’animals que van arribar al criteri d’aprenentatge de la tasca (T2 > 5 min)
24 hores després de 1’adquisicidé. Tampoc es van observar diferéncies significatives
en els valors absoluts de T1, T2, nombre de defecacions en el dia d’adquisicio i
defecacions en el dia de retencio. Tot i1 aixo, les defecacions van augmentar

significativament al 2on dia en tots els grups (taula IV.40).

Les concentracions de Mn a cervell i cerebel van ser significativament més
altes en els grups tractats amb Mn respecte els grups control i control estressat.
Només en cervell es van observar diferéncies significatives entre els grups tractats
amb Mn, on els animals que rebien la dosi més alta mostraven també un augment
significatiu de les concentracions respecte al grup tractat amb la dosi baixa (figura

v.4l).



Taula IV.40. Variables avaluades a la prova d’Evitacio Passiva en rates mascle exposades cronicament a Mn i estrés (19 setmanes).

Clorur de Mn (mg/kg/dia) 0 1000 2000 0 1000 2000
Estrés per immobilitzacio - - - + + +
Nombre d’animals n=13 n=12 n=14 n=12 n=13 n=14
Temps en segons en passar al 29.14+20.68 25.39+38.81 19.76+10.61 38.96+49.31 31.80+£21.73 21.08+15.59
compartiment fosc el ler dia

(T-1)

Temps en segons en passar al 298.00+0.00 273.63+84.41 298.00+0.00 298.00+0.00 278.07+71.86 298.00+0.00
compartiment fosc el 2on dia

(T-2)

Percentatge de subjectes que 100% 92% 100% 100% 92% 100%
aprenen la tasca

Nombre de defecacions en T-1 1.15+1.21 0.92+1.08 1.35+1.55 0.08+0.29 1.00£2.00 0.71+0.82
Nombre de defecacions en T-2 2.85+2.67 3.33£1.83 3.71£1.49 2.08+2.35 4.77+£2.39 2.93£2.43

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard.
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Figura IV.41. Concentracions de Mn en cervell i cerebel de rates mascles exposades

cronicament a Mn 1 estrés (19 setmanes). Diferents lletres (a, b, ¢) indiquen

diferéncies estadisticament significatives (p<0.05).




Es van analitzar les correlacions entre les variables independents Mn i estres i
algunes variables dependents de la prova Camp Obert, Laberint d’aigua de Morris,
pes del cervell i de I’animal, 1 nivells de Mn (taula IV.42).

El Mn correlacionava significativament i positivament amb: la mitjana del
pes, el temps que els animals trigaven en trobar la plataforma al dia 1, 2, 3,415, 1
amb els nivells de Mn al cervell i cerebel. Significativament perd de forma negativa
amb: el total de la distancia recorreguda al Camp Obert, el total de la distancia
recorreguda a la zona de la periferia, temps al quadrant de la plataforma durant el
trial “probe” en el Laberint d’aigua, i amb el pes del cervell i el pes de I’animal.

A T’efectuar les correlacions parcials amb les mateixes variables, traient la
possible influéncia del pes de 1’animal, es mantenien significatives les correlacions
entre la dosi de Mn i els nivells de Mn al cervell, aixi com entre la dosi de Mn i els
nivells de Mn al cerebel. L’estrés només correlacionava significativament i
positivament amb la variable temps al quadrant de la plataforma al trial “probe”.
Tanmateix, aquesta correlacid desapareixia com a significativa en treure el possible
efecte del pes (correlaci6 parcial).

A la taula IV.43 es mostren les correlacions entre la concentracions de Mn en
cervell i la concentraciéo de Mn en cerebel, i algunes variables dependents de la prova
Camp Obert, Laberint d’aigua de Morris, pes del cervell i de I’animal 1 nivells de
Mn. Les correlacions que apareixen van en el sentit de que a major concentracid de
Mn (tant en cervell com en cerebel), els animals aprenen menys que els controls, tot i
que quan la correlacid és parcial (traient la possible influéncia del pes), aquestes
correlacions no eren significatives.

Finalment, a la taula IV.44 es mostra una graella de correlacions entre les

defecacions comptabilitzades en les proves de comportament.



Taula IV.42. Correlacions totals (r) i parcials (rp) traient la influencia del pes entre

variables avaluades 1 tractament amb Mn 1 estres.

Mn Estres
r: -0.407** I --
Distancia total recorreguda al Camp Obert )
p: - p: --
1: -0.404** I --
Distancia total recorreguda a la zona de la _ .
periféria al Camp Obert P P
r: 0.474%* r: --
Mitjana del temps que triguen en trobar la _ .
plataforma al dia 1 P P
r: 0.293** I --
Mitjana del temps que triguen en trobar la . .
. p Ip:
plataforma al dia 2
r: 0.406** I --
Mitjana del temps que triguen en trobar la . .
. p Ip:
plataforma al dia 3
r: 0.361** I --
Mitjana del temps que triguen en trobar la . .
. p Ip:
plataforma al dia 4
r: 0.332%* I --
Mitjana del temps que triguen en trobar la _ .
. p p:
plataforma al dia 5
Temps al quadrant de la plataforma al trial | r: -0.324%%* r: 0.245%
“probe” rp: -- p: --
Pes cervell r: -0.607** I --
p: - p: --
Pes animal r: -0.877** I --
p: - p: --
Nivells de Mn al cervell r: 0.832%* I --
rp: 0.599%* p: --
Nivells de Mn al cerebel r: 0.630** I --
rp:0.451** p: --

*Correlacions significatives p<0.05 **Correlacions significatives p<0.01




Taula IV.43. Correlacions totals (r) i parcials (rp) traient la influencia del pes entre

variables avaluades 1 concentracions de Mn en cervell i cerebel.

Concentracio de Mn

Concentracid de Mn

en cervell en cerebel
r: -0.348%* r: -0.280*
Distancia total recorreguda al Camp Obert ) )
p: - p: --
r: -0.349%** r: -0.295*
Distancia total recorreguda a la zona de la . .
periféria al Camp Obert P P
r:-- I --
Mitjana del temps que triguen en trobar la . .
plataforma al dia 1 P P
I -- I --
Mitjana del temps que triguen en trobar la . .
. Ip: Ip:
plataforma al dia 2
I -- I --
Mitjana del temps que triguen en trobar la . .
. Ip: Ip:
plataforma al dia 3
r: 0.306%* I --
Mitjana del temps que triguen en trobar la . .
. Ip: 1p:
plataforma al dia 4
r: 0.257* I --
Mitjana del temps que triguen en trobar la tp:-- tp:
plataforma al dia 5
Temps al quadrant de la plataforma al trial | r: -0.254* I --
“probe” rp: -- p: --

*Correlacions significatives p<0.05

**Correlacions significatives p<0.01




Taula IV.44. Correlacions de les defecacions de les rates mascles exposades

cronicament a Mn 1 estres en les diferents proves conductuals. Correlacions totals (1)

1 parcials (rp) traient la influencia del pes.

Defeca- |Defeca- |Defeca- | Defecaci | Defecaci | Defecaci | Defecaci | Defecaci
cionsal |cionsa |cionsal |onsal ons al ons al ons al onsala
Camp la prova |Laberint | Laberint | Laberint | Laberint | Laberint | “FOB”,
Obert d’Evita- |d’aigua |d’aigua |d’aigua |d’aigua |d’aigua |dia 16 de
cid intent 1- |intent 1- |intent 1- |intent 1- |intent 1- | tracta-
Passiva |dia 1l dia 2 dia 3 dia 4 dia 5 ment
T-2
Defecacions
al Camp
Obert
Defecacions |r: 0.243*
a la prova
d’Evitacio p:
Passiva T-2 | 0.296*
Defecacions |r: -- r: 0.291*
al Laberint
d’aigua p: p:
intent 1-dia | 0.242* 0.265*
1
Defecacions |r: -- r: - r:
al Laberint 0.340**
d’aigua p: p: --
intent 1-dia | 0.287* p:
2 0.327%**
Defecacions |r: I - r: - r: 0.218*
al Laberint | -0.229*%
d’aigua p: -- p: -- p: --
intent 1-dia | rp: --
3
Defecacions |r: -- r: -- I -- r: -- I:
al Laberint 0.307**
d’aigua p: -- p: -- rp: -- p: --
intent 1-dia p:
4 0.296**
Defecacions |r: -- I - r: - r: 0.238* | r: 0.220* | r: --
al Laberint
d’aigua p: -- p: -- p: -- p: p: p: --
intent 1-dia 0.232% 0.240*
5
Defecacions |r: r: 0.258% |r: 0.275% | r: -- r: - r-- r: -
ala“FOB”, |0.276**
dia 16 de p: p: p: -- p: -- p: -- p: --
tractament | rp: 0.279* 1 0.262*
0.299%**

*Correlacions significatives p<0.05

**Correlacions significatives p<0.01




4. Efectes neuroconductuals de dos tipus d’estrés: immobilitzacié i soroll.

L’experiment actual tenia com objectiu valorar diferents parametres fisics i
conductuals d’animals sotmesos a tres tipus d’estres, estrés per immobilitzacié / 5
dies a la setmana, estres per soroll continu (2 hores diaries de soroll continu / 5 dies a
la setmana), i estres per soroll discontinu (6 hores diaries a intervals del 33% / 5 dies

a la setmana) durant un periode de 21 dies (3 setmanes).

Parametres fisics

La taula IV.45 mostra la ingesta de menjar durant el periode d’estres (21
dies), en els diferents grups: grup control i grups estressats (per immobilitzacid
“restraint”, per soroll continu i per soroll discontinu). Es van observar diferéncies
significatives en els periodes: del dia 1 al 5, 1 del dia 5 al 8. També es van observar
diferéncies significatives entre els grups quan observavem el periode integre de
tractament.

En el periode del dia 1 al 5 de tractament, s’observen diferéncies
significatives entre els grups control 1 “restraint”, 1 el de soroll continu. En el periode
del 5 al 8 de tractament s’observen diferéncies significatives entre els grups control i
“restraint”.

A T’avaluar la ingesta de menjar durant el periode integre de tractament, es
pot veure que existeixen diferéncies significatives entre els grups control i tots els
demés grups estressats. Els animals del grup control mengen significativament més
que tots els dels altres grups estressats, per un o altre métode.

L’analisi per mesures repetides va mostrar un efecte del temps i un efecte del

grup de tractament en el menjar consumit.



La taula IV.46 presenta els valors per grup respecte al pes dels animals i
I’increment de pes durant el periode de tractament. Només apareixen diferéncies
significatives entre grups en el pes dels animals els dies 5 1 12 de tractament, on el
grup control difereix significativament del grup soroll continu. No apareixen
diferéncies entre la resta de grups. Tampoc es van observar diferencies en
I’increment total de pes dels animals durant el periode global de tractament.

L’analisi per mesures repetides va mostrar un efecte del temps 1 un efecte del

grup de tractament en el pes dels animals durant el periode de tractament.



Taula IV.45. Ingesta de menjar durant el periode de tractament de rates estressades durant 21 dies.

Tipus d’estres Cap (grup Control) Immobilitzacié Soroll continu (2h) Soroll discontinu o a
(“Restraint™) intervals

n=11 n=10 n=12 n=12

Menjar consumit del dia 1 al 5

de tractament 104.46+ 4.04° 93.25+5.08" 97.34+3.27° 104.12+7.40°

Menjar consumit del dia 5 al 8

de tractament 96.17+£30.59° 78.04+2.65" 79.45+4.82% 81.55+1.98%

Menjar consumit del dia 8 al

12 de tractament 107.94£7.92 101.92£5.06 105.84£11.57 103.16x1.14

Menjar consumit del dia 12 al

15 de tractament 78.37£2.85 78.40£2.90 78.59£5.86 75.52+1.85

Menjar consumit del dia 15 al

19 de tractament 139.03+49.30 102.224+2.04 103.25+7.24 102.18£3.63

Menjar consumit del dia 19 al

21 de tractament 77.53+1.82 79.21+4.69 77.7616.21 77.39+4.07

Menjar consumit del dia 1 al
21 de tractament

603.49+50.87° 533.03+12.63° 542.22435.96" 543.92+17.06°

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard. Valors en la mateixa fila que mostren diferents superindex (* b)presenten
diferéncies estadisticament significatives al 95% (p<0.05).



Taula IV.46. Pes i increment de pes durant el periode de tractament de rates estressades durant 21 dies.

Tipus d’estres Cap (grup Immobilitzacid Soroll continu (2h) Soroll discontinu o a
Control) (“Restraint™) intervals
n=11 n=10 n=12 n=12

Pes al dia 1 de tractament 258.41+24.71 244.71£37.07 234.42428.26 257.46%13.56

Pes al dia 5 de tractament

Pes al dia 12 de tractament

Pes al dia 19 de tractament

Pes al dia 21 de tractament
Increment de pes entre els dies 11 5

Increment de pes entre els dies 1121

285.83+£19.42°
328.45+18.26"
358.41£17.03
373.05£17.05
27.41£7.60

114.63+19.01

266.81+27.72%

309.65+26.12%
338.27+23.96
352.42426.74
22.10£10.87

107.71£24.68

260.10+22.09°
303.31420.35"
333.13424.91
348.06+27.33
25.6849.50

113.64+30.00

285.66+16.82%
323.58+20.94%
351.42426.90
371.42428.87
28.20+4.31

113.96£19.78

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard. Valors en la mateixa fila que mostren diferents superindex (

presenten diferéncies estadisticament significatives al 95% (p<0.05).

a, b, c)



Parametres conductuals

Es va mesurar I’activitat dels animals mitjangant la prova del Camp Obert.
Els parametres avaluats es troben a les taules 1V.47, 48, 50, 51, 52. Si s’observen els
15 minuts conjuntament, es veu que existeixen diferéncies entre grups en quant als
“rearings” en tot el Camp Obert, els “rearings” al centre, i1 la velocitat a la zona
centre (taula IV.51).

Per avaluar I’habituacié en aquesta prova es va efectuar un analisi per
mesures repetides, el qual va mostrar un efecte del temps en les variables distancia
recorreguda al Camp Obert o “Open field”, distancia recorreguda a la zona centre,
velocitat, “rearings”, temps absolut a la zona centre, 1 percentatge de temps al centre
(taula IV.50). A la variable “rearings” també es va observar un efecte del grup en les
mesures repetides.

Hi ha diferéncies significatives entre grups, quan dividim el periode
d’observacio (15 minuts) en intervals de 5 minuts en les variables distancia total
recorreguda al Camp Obert dels 0 als 5 minuts (taula IV.47), velocitat a I’arena dels
0 als 5 minuts (taula 1V.48), 1 “rearings” dels 0 als 5 minuts, dels 5 als 10 minuts i
dels 10 als 15 minuts (taula IV.48 i figura IV.49). En quant als “rearings”, el grup
control efectua significativament menys “rearings” respecte del grup estressat per
soroll discontinu.

Altrament, es pot observar un augment estadisticament significatiu del
nombre de defecacions al Camp Obert del grup estressat amb soroll discontinu
respecte al grup control (taula IV.52 i grafica IV.53).

Finalment, els animals no diferien en quant al seu pes corporal en el temps en

que van passar la prova del Camp Obert (taula 1V.52).



Taula IV.47. Variables avaluades en la prova del Camp Obert en rates estressades durant 21 dies (I).

Tipus d’estres Cap (grup Control) Immobilitzacio Soroll continu (2h) Soroll discontinu o a
(“Restraint™) intervals
n=10 n=10 n=12 n=12

Distancia total recorreguda, dels 0 als 2174.12+257.39"

5 minuts (cm)

Distancia total recorreguda, dels 5 als 1534.71+544.06

10 minuts (cm)

Distancia total recorreguda, a la zona 930.95+383.50

centre, dels 10 als 15 minuts (cm)

Distancia recorreguda a la zona 165.17+60.73

centre, dels 0 als 5 minuts (cm)

Distancia recorreguda a la zona 99.73+107.06

centre, dels 5 als 10 minuts (cm)

Distancia recorreguda a la zona 74.26+111.61

centre, dels 10 als 15 minuts (cm)

2458.12+390.90*

1456.14+670.84

1211.93+651.28

218.50+157.68

188.91£186.39

118.68+154.52

2133.924+206.25"

1436.71+475.42

1012.36+£330.38

295.57+164.81

220.60£175.51

129.21+£90.90

2506.74+437.38°

1505.65+422.65

1019.96+504.20

314.99+206.04

193.05+125.46

100.31£91.79

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard. Valors en la mateixa fila que mostren diferents superindex (*°) presenten

diferéncies estadisticament significatives al 95% (p<0.05).



Taula IV.48. Variables avaluades en la prova del Camp Obert en rates estressades durant 21 dies (II).

Tipus d’estres Cap (grup Control) Immobilitzacié Soroll continu (2h) Soroll discontinu o a
(“Restraint™) intervals
n=10 n=10 n=12 n=12

Velocitat a I’arena, dels 0 als 5 minuts 7.33+0.87% 8.27+1.31% 7.18+0.69° 8.43+1.46°

Velocitat a I’arena, dels 5 als 10 5.17+1.84 4.91+2.26 4.84+1.61° 5.08+1.42

minuts

Velocitat a I’arena, dels 10 als 15 3.14+1.30 4.09+2.20 3.42+1.12 3.45+1.70

minuts

"Rearings"’ dels O als 5 minuts 1550ﬂ3584a 2040i576a 1358i622 a 2908i1009b

"Rearings", dels 5 als 10 minuts 12.70+3.40° 15.60+3.87% 13.33+7.20° 21.9247.27°
7.90+4.01° 15.00:£8.04 12.4247.91% 17.58+9.83°

"Rearings", dels 10 als 15 minuts

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard. Valors en la mateixa fila que mostren diferents superindex (*°) presenten
diferéncies estadisticament significatives al 95% (p<0.05).
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Figura IV.49. Nombre de “rearings” efectuats al Camp Obert per intervals i per cada

grup estressat (les significacions estadistiques estan especificades a la taula IV .48).




Taula IV.50.Variables avaluades en la prova del Camp Obert en rates estressades durant 21 dies (III).

Tipus d’estres Cap (grup Control) Immobilitzacio Soroll continu (2h) Soroll discontinu o a

(“Restraint™) intervals
n=10 n=10 n=12 n=12

Temps a la zona centre dels 0 als 5 21.50+10.56 21.40+16.63 37.42+19.10 27.50+19.39

minuts (s)

Temps a la zona centre dels 5 als 10 13.50+12.00 22.40+19.89 34.00+27.05 28.25+34.02

minuts (s)

Temps a la zona centre dels 10 als 15 8.30+£9.79 15.90+17.22 23.00£17.56 10.92+12.74

minuts (s)

Percentatge (%) de temps que passen 7.17£3.52 7.13£5.54 12.47+6.37 9.17+6.46

a la zona centre dels 0 als 5 minuts

Percentatge (%) de temps que passen 4.51+4.01 7.49+6.65 11.37+£9.05 9.45+11.38

a la zona centre dels 5 als 10 minuts

Percentatge (%) de temps que passen 2.78+£3.27 5.32+5.76 7.71£5.87 3.65+4.26

a la zona centre dels 10 als 15 minuts

Els resultats estan expressats en mitjanes =+ desviacions estandard.



Taula IV.51. Variables avaluades en la prova del Camp Obert en rates estressades durant 21 dies (IV).

Tipus d’estres Cap (grup Control) Immobilitzacio Soroll continu (2h)  Soroll discontinu o a
(“Restraint™) intervals
n=10 n=10 n=12 n=12
Distancia total recorreguda a 1’arena (cm) 4639.77+924.60 5126.19+1465.52 4582.99+929.93 5032.35+1028.63

Distancia total recorreguda a la zona centre
(cm)

Nombre de “rearings” totals a I’arena

Nombre de “rearings” totals a la zona centre
Velocitat a I’arena

Velocitat a la zona centre

Temps a la zona centre

Percentatge (%) de temps a la zona centre

339.17+184.75

36.10+£10.60°

2.40+1.17°

5.2241.04
8.03+3.18%
43.30+22.22

12.61£5.70

526.09+457.41

51.00+18.61%°

4.40+3.95%
5.76+1.65

11.02+3.93%

59.70+48.49

16.40+12.83

645.38+387.58

39.33£19.85*

4.67+3.65%
5.15+1.05
8.08+2.06°

94.42+56.62

26.41+15.56

608.35+£350.29

68.58+22.90°

8.42+7.80°

5.66+1.15
12.28+2.00°
66.67+53.55

19.83+17.55

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard. Valors en la mateixa fila que mostren diferents superindex (* b) presenten
diferéncies estadisticament significatives al 95% (p<0.05).



Taula IV.52. Variables avaluades en la prova del Camp Obert en rates estressades durant 21 dies (V).

Tipus d’estres Cap (grup Immobilitzacio Soroll continu (2h) Soroll discontinu o a
Control) (“Restraint™) intervals
n=10 n=10 n=12 n=12
Nombre de defecacions 1.70+2.00° 2.30+£3.16™ 2.58+2.54% 5.17£3.07°
Pes (g) 372.00£17.66 352.504+26.82 348.08+27.37 371.424+28.87

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard. Valors en la mateixa fila que mostren diferents superindex (* %) presenten
diferencies estadisticament significatives al 95% (p<0.05).
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Figura IV.53. Nombre de defecacions efectuades a la prova del Camp Obert.

Els animals no van mostrar diferéncies significatives en el pes corporal en el
moment de passar la prova de I’Evitacio Activa, la qual avalua I’aprenentatge dels
animals. Observant els parametres avaluats en la prova dia a dia, es troben
diferéncies significatives en el nombre de defecacions al 3er dia, en la laténcia al 4rt
dia (taula IV.54), en les evitacions al 3er i1 4rt dia, 1 en els escapaments al 3er dia
(taula 1V.56).

L’analisi d’aquests parametres per mesures repetides indica un efecte del
temps en les variables laténcia, “intercrossings”, trials sense moure’s, i evitacions. A
més, es troba en la variable “intercrossings” un efecte del tractament.

Si s’observa els parametres totals (agafant la suma dels valors de cada
parametre en els 4 dies), es veuen diferéncies significatives entre grups en les
variables nombre de defecacions, evitacions totals, 1 escapaments totals. Hi ha una
disminuci6 significativa de les defecacions en els grups “restraint” i soroll discontinu
respecte el control. Hi ha també un augment significatiu de les evitacions totals en el
grup de soroll discontinu respecte el control, i un augment significatiu dels

escapaments totals en el grup de soroll continu respecte el control (taula IV.57).



Taula IV.54. Variables avaluades en la prova d’Evitacio Activa en rates estressades durant 21 dies (I).

Tipus d’estres Cap (grup Control) Immobilitzacid Soroll continu (2h) Soroll discontinu o a
(“Restraint”) intervals
n=10 n=10 n=12 n=12

Pes (g)

Nombre de defecacions ler dia

Nombre de defecacions al 2on dia

Nombre de defecacions al 3er dia

Nombre de defecacions al 4rt dia

Laténcia total al ler dia

Laténcia total al 2on dia

Laténcia total al 3er dia

Laténcia total al 4rt dia

372.00£17.66

7.00+3.37
7.00+3.43

8.30+2.71°

6.60+3.24

474.94+224.37

471.40+231.06

412.52+254.25

375.56+252.19%

352.504+26.82

4.20+2.82
3.80+2.53

4.80+3.19%

3.10£1.20

452.41+£179.42

443.41+183.11

353.85+197.79

307.68+149.37%

348.08+£27.37

6.58+3.32
5.58+3.20

4.9244.12%

6.17+3.27

419.10+£136.74

486.89+187.03

367.40+139.73

342.63+£141.44°

371.424+28.87

5.58+2.27
4.92+3.00

3.17+2.21°

4.42+43.85

385.36+202.82

350.024+201.25

234.20+£73.92

216.13+41.58°

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard. Valors en la mateixa fila que mostren diferents superindex (*°) presenten diferéncies
estadisticament significatives al 95% (p<0.05).



Taula IV.55. Variables avaluades en la prova d’Evitacio Activa en rates estressades durant 21 dies (II).

Tipus d’estres Cap (grup Control) Immobilitzacid Soroll continu (2h) Soroll discontinu o a
(“Restraint”) intervals
n=10 n=10 n=12 n=12

“Intercrossings” del ler dia 14.40+11.20 14.70+8.93 21.83+15.10 19.67+16.73
“Intercrossings” del 2on dia 12.90+10.92 16.40+8.00 14.17+12.19 22.58+19.85
“Intercrossings™ del 3er dia 21.00+£19.78 20.20+13.26 17.42+10.97 28.58+20.30
“Intercrossings” del 4rt dia 22.70£17.21 20.30+12.86 21.33+£9.71 37.58+21.89
Trials sense moure’s del ler dia 20.80+20.67 16.90+19.31 12.00+14.92 12.42+18.45
Trials sense moure’s del 2on dia 20.50+22.26 16.50+19.56 20.42+19.12 10.17+16.65
Trials sense moure’s del 3er dia 17.40+21.17 9.90+17.63 8.17+12.81 0.75+2.30
Trials sense moure’s del 4rt dia 14.30+22.39 6.20+£12.37 7.08+13.25 8.33+0.29

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard.



Taula IV.56. Variables avaluades en la prova d’Evitacio Activa en rates estressades durant 21 dies (I1I).

Tipus d’estres Cap (grup Control) Immobilitzacid Soroll continu (2h) Soroll discontinu o a
(“Restraint”) intervals
n=10 n=10 n=12 n=12
Evitacions del ler dia 9.80+13.25 4.50+5.08 4.17+£9.79 12.2549.17
Evitacions del 2on dia 9.00+12.50 5.10+£5.57 3.834+5.77 16.33+£15.19
Evitacions del 3er dia 15.90+16.59% 11.90+£14.03"° 6.17+7.49" 23.25+13.95°
Evitacions del 4t dia 17.80+18.02%° 15.50+£13.85" 10.08+9.72° 27.03+12.21°
Escapaments del ler dia 19.40+14.40 28.60+17.82 33.83+12.80 25.33+12.07
Escapaments del 2on dia 20.50+16.39 28.40+17.76 25.75+£16.49 23.50+12.58
Escapaments del 3er dia 16.70411.52° 28.20416.03" 35.67+10.90" 26.00+12.92°°
Escapaments del 4rt dia 17.90+16.13 28.30+11.78 32.83+12.82 22.83+12.80

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard. Valors en la mateixa fila que mostren diferents superindex (*°) presenten diferéncies

estadisticament significatives al 95% (p<0.05).



Taula IV.57. Variables avaluades en la prova d’Evitacio Activa en rates estressades durant 21 dies (IV).

Tipus d’estres Cap (grup Control) Immobilitzacid Soroll continu (2h) Soroll discontinu o a
(“Restraint”) intervals
n=10 n=10 n=12 n=12
Nombre de defecacions totals 28.90+8.06 15.90+6.76" 23.25+11.34® 18.08+8.92°
Laténcia total 1734.42+935.41 1557.35+674.03 1616.02+469.57 1185.72+484.83
Evitacions totals 52.50+58.06™ 37.00+34.03% 24.25+21.96" 78.92+47.50
Escapaments totals 75.50+£52.40° 113.50+50.79% 128.08+37.29" 97.67+33.29%°
“Intercrossings” totals 71.00+55.33 71.60+35.56 74.75+40.10 108.42+73.77
Trials sense moure’s totals 73.00+83.81 49.50+65.03 47.67+44.79 23.42+35.67

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard. Valors en la mateixa fila que mostren diferents superindex (*

estadisticament significatives al 95% (p<0.05).

®) presenten diferéncies



Altrament, no s’han observat diferéncies significatives entre grups en els
nivells de corticosterona, ni tampoc en el pes de les glandules adrenals dels animals

(taula 1V.58).

Quan es van calcular les correlacions entre els nivells de corticosterona i el
pes de les glandules adrenals amb el nombre de defecacions (index de reactivitat) en
la prova del Camp Obert i en el test d’Evitacid Activa (taula IV.59), es va observar
una correlacid positiva 1 estadisticament significativa entre els nivells de
corticosterona dels animals 1 el pes de les seves glandules adrenals; aixi com
correlacions negatives entre els nivells de corticosterona i les defecacions en el test

d’Evitacié Activa al 3er i 4rt dia, i en les defecacions totals en aquest test.

Es van calcular també les correlacions entre els nivells de corticosterona 1 el
pes de les glandules adrenals amb parametres avaluats a les proves de comportament
(taula 1V.60). Només es troben correlacions negatives entre els “intercrossings” al

ler i 3er dia amb el pes de les glandules adrenals.



Taula IV.58. Nivells de corticosterona i pes de les glandules adrenals de rates exposades a estrés (durant 21 dies).

Tipus d’estres Cap (grup Control) Immobilitzacid Soroll continu (2h) Soroll discontinu o a
(“Restraint™) intervals
n=10 n=10 n=12 n=12
389.67£134.90 397.20+100.74 431.63+£162.74 470.61+£249.21
ug de corticosterona / ml de sérum
Pes de les glandules adrenals (g) 0.026+0.004 0.025+0.004 0.025+0.002 0.028+0.004

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard.



Taula I'V.59. Correlacions entre els nivells de corticosterona en sang i el pes de les

glandules adrenals, i nombre de defecacions durant les proves de comportament.

Corticosterona Adrenals
Adrenals 0.344%* _
Defecacions ler dia en
I’Evitacio Activa -- --
Defecacions 2on dia en
I’Evitacio Activa -- -
Defecacions 3er dia en
I’Evitacio Activa -0.339%* --
Defecacions 4rt dia en
I’Evitacio Activa -0.404* --
Defecacions totals en
I’Evitacio Activa -0.362% --

Defecacions al Camp

Obert

*Correlacions significatives p<0.05

**Correlacions significatives p<0.01




Taula IV.60. Correlacions entre els nivells de corticosterona en sang i el pes de les

glandules adrenals 1 defecacions durant les proves de comportament.

Corticosterona

Adrenals

“Intercrossings” totals

Evitacions totals

Escapaments totals

Trials sense moure’s totals

“Intercrossings” ler dia

-0.334*

“Intercrossings” 2on dia

“Intercrossings” 3er dia

-0.399%**

“Intercrossings” 4rt dia

Distancia recorreguda a la

prova del Camp Obert

"Rearings" a la prova del

Camp Obert

*Correlacions significatives p<0.05

**Correlacions significatives p<0.01
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1. Efectes materno i feto-toxics de I’exposicio prenatal a hidrocortisona (HC) i

manganés (Mn).

Tot 1 que els estudis amb animals suggereixen que una exposicié important a
Mn produiria efectes en el desenvolupament (Barceloux, 1999), una recent avaluacio
de la literatura publicada ha mostrat poca evidéncia de que el Mn s’acumuli a
I’organisme fetal o neonatal sota condicions d’exposicio a elevades concentracions
d’aquest element (Fechter, 1999). Tanmateix, un nombre important d’estudis amb
rosegadors (ratolins 1 rates), ha demostrat que el Mn creua la barrera
hematoencefalica 1 s’acumula al fetus després d’una sobreexposicié durant el periode
de la gestacio (Laskey i cols, 1982; Webster 1 Valois, 1987; Domingo, 1994; Treinen
i cols, 1995; Blasak i cols, 1996).

En ratolins, s’han descrit efectes fetotoxics quan s’administrava via
subcutania MnCl, x 4H,O a dosi de 8 mg/kg/dia des del dia 6 de gestacio fins el dia
15 de gestacio. Les principals alteracions ocasionades per 1’exposicié parenteral a
Mn van ser una reduccio6 del pes corporal dels fetus, un increment de la incidéncia de
costelles ondulades, 1 un retard i una reduccio6 en I’ossificacio de 1’occipital, parietal i
de I’estérnum (Sanchez i cols, 1993). Aquests resultats anaven en el mateix sentit que
altres investigacions previes en les quals s’administrava als animals de laboratori
dosis altes de Mn durant la gestacié (Laskey i cols, 1982; Webster i Valoris, 1987).
També es va trobar que els dies 9 1 10 de gestacio eren els més sensibles per la

toxicitat embriofetal induida pel Mn durant la gestacié (Colomina i cols, 1996b).

Per altra banda, en els ultims anys diverses investigacions han valorat la
influéncia de I’estrés matern en els efectes embriofetals de varis metalls. Mentre que
en alguns estudis I’estrés matern augmentava significativament la toxicitat en el
desenvolupament d’elements com 1’arsénic, arsenat de sodi, metilmercuri i alumini
(Ferm 1 Kilham, 1977; Rasco i Hood, 1994; Colomina i cols, 1995, 1998), altres

estudis no han aconseguit establir una interaccio significativa entre I’estrés matern i
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I’exposicié a metalls com el cadmi i I’arsénic durant la gestacié (Murata i cols, 1993;

Colomina i cols, 1996a).

Per avaluar els efectes de I’estrés matern i 1’exposici6 a Mn durant la
gestacio, en el present estudi ’'HC es va utilitzar com a substitut d’un potencial
“estressor”. Tot 1 que I’estres és dificil de definir ja que es tracta essencialment d’un
estimul subjectiu, convencionalment es considera que es dona en els experiments
amb animals si apareix un increment en les concentracions de corticosterona (Barlow
i cols, 1975; Saito i cols, 1995). Aixi mateix, molts dels efectes atribuits a 1’estres

estarien mitjancgats pels glucocorticoides.

En el present estudi s’ha vist que I’administracié6 de clorur de Mn durant
I’organogenesi (dies 6 al 15) i durant el periode final de la gestacid (dies 16 al 18)
causaven toxicitat materna i toxicitat en el desenvolupament a dosi de 4 mg/kg/dia.
Investigacions preévies havien mostrat efectes materno-toxics del MnCl, a dosis de 8 i
16 mg/kg/dia, perd no a 4 mg/kg/dia, quan s’administrava durant els dies 6 al 15 de
gestacid (Sanchez i cols, 1993). En el present estudi, es van observar interaccions
significatives entre el Mn i I’HC en I’augment de pes corporal matern (dies 6 al 18 de
gestacid), en el pes de I’tter gravid, aixi com en les perdues postimplantacid. Malgrat
tot, només es va evidenciar en els grups que rebien Mn a 4 mg/kg/dia. Les
diferéncies en la toxicitat materna entre aquests estudis indiquen un risc de

I’exposicié a Mn durant el periode final de gestacio.

Altrament, tot i que la toxicitat embriofetal (disminuci6 en el nombre de fetus
vius) es va observar en la dosi més alta de Mn (4 mg/kg/dia), no es van trobar
malformacions externes, internes o esquelctiques, la qual cosa estaria en la mateixa

linia d’estudis previs (Sanchez i cols, 1993; Colomina i cols, 1996b).
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D’aquesta manera ’HC (o I’estrés matern) interaccionarien amb el Mn només
a dosis on aquest metall és toxic per la mare. Aixo, estaria en concordancia amb els
resultats d’estudis recents amb altres elements (Al, As, Hg) pels quals, la interaccio
amb 1’estrés matern només s’observava en els grups que rebien dosis que ja eren

inherentment toxiques per la mare (Colomina i cols, 1995, 1997, 1998).
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2. Efectes toxics de I’exposicié prenatal a Mn i estres en el desenvolupament

postnatal.

En una revisié recent de la bibliografia sobre els efectes del Mn en el
desenvolupament, es va concloure que aquest creua la placenta i entra al teixit fetal,
tot i que la quantitat sembla que és limitada (Fechter, 1999). Mentre que no es van
evidenciar malformacions estructurals en les cries de rates i ratolins als quals se’ls hi
havia donat altes dosis de Mn durant la gestacié (Laskey i cols, 1982; Webster i
Valois, 1987; Sanchez i cols, 1993; Domingo, 1994), si s’ha observat fetotoxicitat,
evidenciada per una disminuci6 del pes corporal dels fetus i per algunes variacions
esquelétiques quan els ratolins gestants rebien clorur de Mn a dosi de 8 mg/kg/dia

durant els dies 6 al 15 de gestacio.

En aquest experiment, 1’administracié de clorur de Mn tetrahidratat a ratolins
gestants a dosis de 0, 1 6 2 mg/kg/dia durant els dies 6 al 18 de gestacio no va causar
toxicitat materna. Tal com en 1’estudi anterior, no es va observar toxicitat materna o
embriofetal en els ratolins tractats amb Mn per via subcutania a dosi de 1 6 2
mg/kg/dia, sol o combinat amb HC a dosi de 5 mg/kg/dia. Aquests resultats no sén
sorprenents si es té€ en compte que en una investigacié prévia el NOAEL per la
toxicitat materna del clorur de Mn per via subcutania administrat durant la gestacid

durant els dies 6 al 15 va ser de 4 mg/kg/dia (Sanchez i cols, 1993).

Pel que fa al desenvolupament postnatal de les cries, I’index de viabilitat estava
significativament disminuit en els grups exposats a 2 mg/kg/dia de Mn, sol o
combinat amb estrés per immobilitzacid, la qual cosa estaria indicant un efecte
perinatal advers del Mn. No es van observar efectes relacionats amb el Mn, ’estres, o
el Mn més estres en el desplegament del pavelld auditiu ni en I’erupci6 d’incisius. Si
es va observar un retard en 1’obertura d’ulls en les cries femelles dels grups exposats
a 1 mg/kg/dia de Mn, aixi com en les cries mascles i femelles del grup que rebia 2

mg/kg/dia de Mn juntament amb estres.

No s’han trobat a la bibliografia avaluacions de la cura materna, entenent com a

cura materna la conducta de cura de la mare envers les cries i, per tant, cap avaluacio6
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d’algun parametre objectiu d’aquesta conducta, en els estudis que avaluen la toxicitat
del Mn administrat de forma prenatal. Perd si s’han descrit alteracions en la cura
materna, entre d’altres alteracions en el comportament matern, quan s’ha estudiat
I’efecte de ’estrés (Vom Saal, 1983; Anderson i cols, 1985). D’aqui el nostre interes
per descartar que els efectes detectats no fossin deguts a una alteraci6é en la cura
materna en lloc d’un efecte directe de I’exposicid prenatal a Mn 1/0 estres. Per tant, al
no observar diferéncies en la cura materna entre grups, es pot descartar qualsevol

influéncia en els resultats deguda a aquesta variable.

Les diferéncies entre grups observades en el pes corporal de les cries en els dies 4
1 8 son aillades 1 no es poden atribuir directament als tractaments. Aixo difereix
d’altres estudis on el pes de les cries tractades amb una dosi elevada de Mn es veia

disminuit (Pappas i cols, 1997; Iszard i cols, 2001).

En quant a la maduracié neuromotora de les cries, només s’han observat efectes
significatius en el temps que tarden els animals en efectuar el reflex de geotaxi. Es va
tractar d’una reducci6 en les femelles dels grups de 1 mg/kg/dia de clorur de Mn,
amb o sense estrés. Per altra banda, no es van observar diferéncies significatives
entre grups en el test de coordinacid psicomotora del rotarod, i en la forga a les

extremitats anteriors.

Durant la prova del Camp Obert es va observar en femelles un augment de la
distancia recorreguda en el grup tractat amb 1 mg/kg/dia de clorur de Mn, amb o
sense estres, si s’observaven els primers 15 minuts, dividint I’observaci6 en intervals
de 5 minuts. El nivell d’activitat disminueix durant els primers 10 minuts en els
mascles prenatalment estressats. Tot i que 1’estrés prenatal s’ha suggerit que
modifica els nivells d’activitat, els resultats d’alguns estudis mostren un increment
d’aquesta mentre en altres investigacions s’ha descrit una disminucié de 1’activitat

(Vallée i cols, 1997; Alonso i cols, 2000).
Les femelles estarien principalment afectades pel tractament amb Mn. Les cries

en els grups prenatalment exposats a 1 mg/kg/dia de Mn incrementaven la seva

activitat al Camp Obert durant els primers 5 minuts. Durant els 10 primers minuts,
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les cries femelles tractades amb 1 mg/kg/dia de Mn, amb o sense estrés, mostraven

un increment de 1’activitat.

L’abséncia d’efectes a llarg termini en el periode de 1’adultesa dels ratolins
prenatalment exposats a Mn, tant sol com combinat amb estrés per immobilitzacio,

podria indicar diferéncies individuals.

En estudis previs en ratolins, I’exposicio postnatal de les cries a pols de dioxid de
Mn no va causar canvis en 1’activitat locomotora, aprenentatge en 1’Evitaci6 Passiva,
conducta exploratoria o en la seva execucid en el rotarod. Tanmateix, 1’exposicio
pre- 1 postnatal al Mn en ’aigua de beguda s’ha associat a un increment de I’activitat
espontania als dies 60 i 90 postnatals (Lown 1 cols, 1984). Nosaltres, no vam poder
observar diferéncies en 1’activitat vertical o nombre d’aixecaments (“rearings”) en
cap dels grups. Aixo es diferencia d’altres investigacions on s’ha observat una
disminucié en els animals prenatalment tractats amb Mn (Lown 1 cols, 1984), i en

femelles prenatalment estressades (Darnaudéery 1 cols, 2000).

En rates, I’administracié de clorur de Mn a 1’aigua de beguda a 0, 2 6 10 mg/ml
des de la concepcid fins el dia 30 postnatal no va donar cap efecte apreciable en el
part, ni tampoc cap anormalitat detectada en 1’aprenentatge ni en la memoria espacial
(Pappas i cols, 1997). Aixi doncs, en general els resultats previs estan d’acord amb

els resultats d’aquest experiment.

No es van observar diferéncies significatives en quan al nombre de defecacions
efectuades durant la prova del Camp Obert en cap dels dos sexes. No s’han trobat en
la bibliografia descripcions sobre aquest parametre avaluat en animals prenatalment
exposats a Mn, ni tampoc en les defecacions efectuades pels animals en la prova de
I’Evitacio6 Passiva.

Tot i que no es van observar diferéncies significatives entre grups, aquesta prova
va servir per evidenciar I’efecte diferencial que tenia el tractament amb Mn, de
manera prenatal, en els animals segons el sexe. Mentre que en mascles hi havia una
tendéncia a I’empitjorament en 1’execucidé de la tasca en els grups tractats, en
femelles hi havia una tendéncia a la millora en 1’execucid en aquests grups. Aquests

resultats semblen anar en la mateixa direccid que els obtinguts en humans, on els
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homes es mostraven més sensibles als efectes toxics del Mn que les dones (Mergler i

cols, 1999).

Referent als efectes combinats de I’estrés per immobilitzacio i el Mn, existeixen
recents estudis que han avaluat els efectes d’aquest estrés sobre la toxicitat
embriofetal de 1’alumini, metilmercuri 1 arsénic (Colomina 1 cols, 1995, 1996a,
1998). La influéncia de I’estrés matern en la toxicitat induida pel metilmercuri i
arseénic en el desenvolupament postnatal i la conducta han estat també examinats
(Colomina i cols, 1996a, 1997). Els resultats d’aquests estudis suggereixen que la
immobilitzaci6 materna pot augmentar la toxicitat materna i embriofetal induida pel
metall i afectar el desenvolupament postnatal i la conducta de les cries a elevades
dosis d’aquests metalls; especialment a aquelles per les quals son també toxiques per
les mares. En el present estudi, no s’han observat influéncies evidents de ’estres per
immobilitzacié en cap dels parametres examinats. Les diferéncies entre els grups
exposats a Mn sol, 1 aquells exposats a Mn a la vegada que a estrés son minimes. En
resum, els resultats d’aquest experiment, juntament amb els d’estudis previs amb
altres elements (Colomina i cols, 1995, 1999) indiquen que la influéncia de 1’estres
matern en els efectes de I’exposicio prenatal als metalls sobre la toxicitat embriofetal
1 el desenvolupament postnatal 1 conducta posterior, depenen de cada element de

manera especifica, més que d’una influéncia general d’una situacié comuna.
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3. Efectes de I’exposicio cronica d’adults a Mn i estrés.

Hi ha diferents fonts d’exposicio a Mn pels individus adults, tals com el menjar i
I’aigua contaminats, i principalment emissions industrials. Els riscos de I’exposicio
ambiental per la salut humana no estan del tot caracteritzats (Alessio i cols, 1989;
Halatek i cols, 2000). Tot i que, recentment, s’ha demostrat en rates que la
neurotoxicitat del Mn requereix un temps llarg d’exposicio (Giantusos i cols, 1997),
no s’ha pogut confirmar en rosegadors el desenvolupament d’un sindrome
conductual similar al que s’ha vist en humans 1 micos intoxicats per Mn (Inoue i cols,
1975; Bonilla, 1984; Morganti i cols, 1985; Nachtman i cols, 1986; Ingersoll 1 cols,
1995; Cano i cols, 1996; Aposhian i cols, 1999; Dorman i cols, 2000; Aschner i cols,
2001; Calabresi i cols, 2001).

En aquest experiment, els grups tractats amb Mn rebien el toxic dissolt en aigua
de beguda durant les 19 setmanes que va durar el tractament. A la vegada, la meitat
dels animals eren sotmesos a estrés per immobilitzacio durant 2 hores, 5 dies a la
setmana. Els animals tractats amb dosi alta tenien una ingesta de menjar per sota dels
altres grups, a la vegada que un consum d’aigua també disminuit. Molt
probablement, degut a la disminucié en el menjar i aigua consumits, es produia una
disminuci6 en el pes corporal dels animals adults, tal i com ja ha estat descrit per
altres autors (en rates exposades a Mn). Aquesta disminucié de pes corporal dels

animals seria dosi-dependent (Lipe i cols, 1999).

El pes del cervell en els animals tractats amb la dosi alta de Mn també es trobava
disminuit respecte dels altres grups, probablement a conseqiliéncia de la disminucio
de pes. Tot 1 que si s’observa el pes relatiu del cervell, en proporcio al pes corporal,
es veu que en els grups tractats amb Mn, el pes del cervell és proporcionalment més
alt. Aixi, els animals dels grups tractats amb la dosi alta de Mn tindrien un pes relatiu

del cervell superior.
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L’observacio dels animals, mitjangant la Bateria d’Observaci6 Funcional 6
“FOB”, va mostrar al dia 60 de tractament que els animals diferien en la variable
“piloereccid”, presentant-se aquesta significativament augmentada en el grup tractat
amb la dosi alta, quan aquests animals eren a més a més sotmesos a estrés per
immobilitzacidé. Aquest resultat ja havia estat observat en investigacions previes

(Inoue i cols, 1975).

Al dia 90 de tractament, les diferéncies en la piloereccid seguien presents, aixi
com un augment en 1’aparicié de moviments tonics en els animals, essent sempre que
apareixien aquests deguts al parametre d’esquena corbada. Els animals tractats amb
la dosi alta de Mn, tant amb estrés com sense, presentaven un augment de 1’aparicid
d’esquena corbada tal i com altres autors ja havien descrit préviament (Inoue i cols,
1975). En quant a la vigilancia dels animals, valorada per la “FOB”, tots els grups
mostraven un augment respecte al control. Aquest augment podria ser degut a un
deficit en I’habituacid, possiblement com a conseqiiencia d’una alteraci6 en la
dopamina, ja que ambdos, Mn 1 estrés, han estat relacionats amb alteracions en els
sistema dopaminergic, i més concretament amb un augment de 1’activitat en aquest

sistema de neurotransmissio (Cuesta i cols, 1995; Murphy i cols, 1996).

Les diferéncies en D’activitat dels animals no son consistents, i en tot cas,
aquestes anirien cap a una disminucio en ’activitat dels tractats amb Mn sobretot a
dosis altes. Aix0, en la mateixa linia que altres autors han descrit en les seves
investigacions en rosegadors (Inoue 1 cols, 1975; Cano i cols, 1996; Aposhian 1 cols,
1999). Tanmateix, altres autors no han trobat diferéncies en quant a activitat
(Dorman 1 cols, 2000). No es van detectar en cap cas, diferéncies entre grups en el
nombre d’aixecaments o “rearings”, ni tampoc en el nombre de defecacions, a
diferéncia d’altres estudis en que s’havia trobat un increment en 1’activitat vertical o
aixecaments, 1 en les defecacions en rosegadors tractats amb Mn (Morganti 1 cols,
1985; Calabresi i cols, 2001). El recompte de les defecacions en la prova del Laberint

d’aigua de Morris tampoc va mostrar cap efecte del tractament.
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Pel que fa a la valoracié de ’aprenentatge mitjancant el Laberint d’aigua, no
s’han trobat diferéncies consistents en I’aprenentatge ni en el record d’aquest
aprenentatge (valorat pel trial “probe”) entre grups, en el mateix sentit que
investigacions prévies on tampoc es van trobar diferéncies mitjangant aquesta prova
(Pappas i cols, 1997). En tot cas, es podria parlar d’una tendéncia a un empitjorament
en ’aprenentatge i potser també en el record. Malgrat tot, no es pot descartar que
aquestes diferencies siguin degudes a un déficit nutricional, evidenciat per la
disminuci6 en el pes corporal dels animals tractats.

No s’ha trobat cap empitjorament en 1’aprenentatge d’acord amb el test d’evitacid
passiva. En la mateixa linia que en les proves conductuals anteriors, tampoc s’ha
notat cap diferéncia en les defecacions en aquesta prova. Per tant, no es pot afirmar
que hagin diferéncies en 1I’emocionalitat o reactivitat en els grups tractats. Aquest
index d’emocionalitat, que consisteix en avaluar-la mesurant les defecacions
efectuades per I’animal, ha estat utilitzat per molt diversos autors des que Hall el va

descriure al 1934.

Les concentracions de Mn en cervell i cerebel eren significativament més altes en
els grups tractats amb Mn respecte els grups control i estressat, tal com ja han descrit
varis autors recentment (Dorman i cols, 2000; Calabresi i cols, 2001; Centonze i cols,
2001; St-Pierre i cols, 2001). Només es van poder observar diferéncies significatives
entre grups en les concentracions en cervell, indicant que aquest augment en les
concentracions de Mn és dosi-dependent, tal i com ja havien descrit altres autors

(Giantusos i cols, 1997).

No s’ha observat cap augment ni disminucié en les concentracions de Mn degut a
I’estrés, en la mateixa linia que Chandra i cols (1979). Tot i aix0, la possible
interaccio de I’estrés amb les concentracions de Mn és una qiiestidé controvertida, ja
que mentre nosaltres no hem observat cap modificacié en les concentracions
atribuible a I’estres, altres autors han observat un augment (Saito i cols, 1995) o una

disminuci6 dels nivells de Mn deguts a I’estrés (Izgut-Uysal i cols, 2000).
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En general, sembla ser que el Mn produiria un empitjorament en I’aprenentatge,
perd aquest no esta deslligat de la disminucid de pes dels animals tractats. Per tant,
no es pot concloure sense reserves, que en realitat sigui el Mn el que esta modificant
aquest parametre. Tampoc podem afirmar que produeixi un augment en
I’emocionabilitat el Mn, ni 1’estrés, ni la suma d’aquest dos tractaments en vista dels
resultats actuals. Tanmateix, no es pot descartar que avaluant 1’index de defecacions

en altres contextos o proves es pogués arribar a evidenciar.
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4. Efectes neuroconductuals de dos tipus d’estrés: immobilitzacio i soroll.

Els riscs per la salut associats a factors toxics ambientals s’acostumen a
avaluar mitjangant un esquema dosi-resposta. Factors com [I’estil de vida, habits
dietétics, diferéncies genctiques i/o adquirides, o 1’estrés entre d’altres, poden estar
presents durant 1’exposicid al toxic. Aquests determinants personals i exogens han
estat poc examinats respecte a l’impacte dels toxics en la poblacid general

(Passchier-Vermeer i Passchier, 2000).

En els ultims anys, s’han avaluat les possibles interaccions entre 1’estrés per
immobilitzaci6 i alguns agents toxics (p.ex. Colomina i cols, 1995; 1996a; 1996b;
1998; 1999). La conclusié general que s’extreu és que 1’estrés exacerba els efectes
adversos d’algunes substancies només quan s’administra a dosis les quals ja serien
toxiques per elles mateixes, tot i que depén de cada substancia especificament
avaluada. Per exemple, la DL50 oral per 1’'urani augmentava drasticament quan les

rates eren exposades, a la vegada, a una situacio d’estrés (Damon i cols, 1986).

L’estrés per immobilitzacio, és el meétode més utilitzat per induir estrés en
dissenys experimentals, 1 causa estrés fisic 1 psicologic. Existeixen també altres
situacions estressants, metodes per induir estrés que podrien semblar-se potser més a
les situacions reals que experimenten els éssers humans. Entre aquests, el soroll, el
qual el tenim present diariament en les poblacions urbanes aixi com en alguns

ambients ocupacionals, és un clar exemple.

Els efectes de I’estrés depenen de factors individuals, aixi com de la intensitat
1 de la durada de I’estressor. En el present estudi s’ha intentat caracteritzar models
diferents d’estressors, els quals podrien ser inclosos en els estudis toxicologics. Hem
estressat de manera subcronica, durant 21 dies, rates mitjancant immobilitzacié o
“restraint”, durant 2 hores / 5 dies a la setmana, aixi com estrés per soroll, ultrasons
de manera continua 2 hores / 5 dies a la setmana, i estrés per soroll discontinu,

ultrasons en intervals del 33% durant un total de 6 hores / 5 dies a la setmana.
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No es van observar diferéncies entre grups en el guany de pes corporal durant
els periodes estressants. Tanmateix, si es va apreciar una disminucié del consum de
menjar durant aquests periodes en els grups exposats a estrés per “restraint” i per
soroll (continu i intermitent). Varis estudis previs utilitzant diferents tipus d’estres,
han trobat una disminucié en I’increment de pes corporal (Wexler, 1980; Kohler i
Knospe, 1982; Armario 1 cols, 1984; Mormede i cols, 1984; Gamallo i cols, 1986).
Alguns autors han relacionat aquesta disminuci6 de pes corporal amb una reduccio
en el consum de menjar (Armario i cols, 1984). Més concretament, s’ha descrit una
disminuci6 en el guany de pes corporal i de la ingesta de menjar en rates estressades
cronicament per soroll (Alario i cols, 1987). Per contra, altres autors han observat un
augment de la gana quan es tractava de menjar dol¢ en rates estressades per
“restraint” (Ely 1 cols, 1997). En general, la bibliografia mostra una disminuci6 en la
ingesta de menjar de rates estressades, en la mateixa direccid que els nostres
resultats; tot i que, no es pot oblidar, que el tipus, duracid i severitat d’aquest, aixi
com la soca 1 el sexe dels animals experimentals que s’utilitzen, poden modificar les
respostes a 1’estrés (Hargreaves, 1990; Marti i cols, 1994; Paré i Redei, 1993;
Pucilowski i cols, 1993).

S’ha observat un augment del nombre total d’aixecaments (activitat vertical)
en el grup exposat a soroll intermitent comparat amb els grups control i exposat a
soroll continu, encara que no es va poder observar un augment de la distancia total
recorreguda (activitat horitzontal). També s’ha observat un increment significatiu del
nombre de defecacions en el grup sotmes a soroll discontinu comparat amb el
control. Aquest augment ja havia estat descrit per altres autors en ratolins exposats a
alts nivells de soroll (Sato, 1991). Malgrat tot, alguns autors han arribat a afirmar que
I’augment de defecacions, com a index d’emocionalitat, només seria fiable en
femelles (Russell, 1973). Per tant, es tractaria d’un index poc fiable. Aixi, les
defecacions comptabilitzades durant la prova de 1’evitacid activa, prova també
estressant com seria la del camp obert o potser més, mostren diferencies
significatives pero en sentit invers; és a dir, els animals sotmesos a soroll intermitent
1 també els sotmesos a “restraint” presentarien una disminucid significativa en el

nombre de defecacions totals respecte al grup control.
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El nombre d’evitacions efectuades pels animals va mostrar diferéncies entre
els animals que estaven sotmesos a soroll. Els subjectes a soroll continu aconseguien
evitar significativament menys que els sotmesos a soroll discontinu. Pel que fa als
escapaments, el grup d’animals sotmesos a soroll continu aconseguien fer-ho més
vegades que els control. Aixi, les diferéncies entre estrés per soroll continu i per
soroll discontinu s’han detectat principalment en els nivells d’activitat. D’aquesta
manera les diferéncies en aprenentatge (evitacions) haurien de ser reavaluades per
poder concloure si aquest increment en les evitacions és només una conseqiiéncia de
I’increment d’activitat observat en aquest grup. Per altra banda, les diferéncies en
aprenentatge respecte al grup control, tot i que no consistents, sembla que anirien en
la direccio d’una millor execucid en els grups estressats en alguns casos, tal i com ja
havia estat descrit préviament per altres investigadors en diferents proves
conductuals (Luin i cols, 1996; Shors, 2001). Tanmateix, en altres casos en els que la
duraci6 de I’estressor era més llarga, i/o el tipus d’estrés més sever, apareixia un
empitjorament (Luine i cols, 1994). Aixi doncs, encara que amb 21 dies d’estrés es
pugui parlar, segons la bibliografia, d’un estrés cronic, existeixen certes causes que
han fet que no observem un empitjorament en 1’aprenentatge en els animals sotmesos
a estres; tals com la severitat de 1’estrés (potser més lleu que 1’utilitzat en estudis
previs), o la prova amb la que avaluavem 1’aprenentatge, o el tipus d’aprenentatge
avaluat. En general, D’activitat 1 ’aprenentatge entre els animals sotmesos a estres,

tant per “restraint” com per soroll, eren forca similars.

No s’han establert diferéncies en els nivells de corticosterona en els animals,
al menys diferéncies que fossin estadisticament significatives, a diferencia d’estudis
previs on no només trobaven nivells de corticosterona augmentats, sind que aquests

augments perduraven fins els 90 dies després de 1’exposicio (Chantal i cols, 1994).

Tampoc s’ha observat un augment en el pes de les glandules adrenals en els
animals estressats, ni diferéncies entre els diversos tipus d’estrés. Per contra, si ha
estat observat que el pes de les glandules adrenals i els nivells de corticosterona
estaven correlacionats. Aixi, els animals que tenien els nivells més alts de
corticosterona, també tenien un pes major de les glandules adrenals; la qual cosa
podria estar indicant diferéncies individuals en els animals respecte a la seva

sensibilitat davant ’estres aplicat.
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Altrament, sembla haver-hi una certa relacié negativa entre la corticosterona 1
el nombre de defecacions en la prova d’evitacio activa; perd aquests resultats estarien
indicant el contrari de I’index d’emocionalitat de Hall (1934), ja que els animals amb
més corticosterona efectuarien menys defecacions, tot i que aquesta relacid no

apareix amb les defecacions que els animals efectuaven a la prova del Camp Obert.

També apareix un resultat en principi contradictori, quan s’observa la relacio
entre el pes de les adrenals i els “intercrossings” o vegades que creuen la gabia sense
estimul el.licitador, els dies 1 1 3. Aixi, un major pes en les adrenals ens indicaria que
els animals, en aquests dies, efectuen menys “intercrossings”. Aix0 podria ser
explicat pel “freezing” o estat d’immobilitzacid, per la por que poden mostrar els
animals altament reactius. Tot i aix0, aquesta hipdtesi no esta recolzada per cap
relaci6 d’aquests mateixos parametres (“intercrossings”) amb els nivells de

corticosterona.
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5. Discussio general.

No és facil avaluar comparativament els resultats obtinguts en els presents
estudis, respecte a investigacions preévies, degut a que no existeix extensa bibliografia
sobre el tema: efectes del Mn 1 la influéncia de I’estrés en aquests efectes, avaluats en

diferents moments del cicle vital.

Hi ha més informacid sobre aspectes parcials tals com els efectes de 1’estres
matern. Esta for¢a acceptat que 1’estrés matern per immobilitzacié en ratolins pot
afectar el tamany de les ventrades i provocar un desenvolupament anormal
embriofetal (Barlow i cols, 1975; Beyer i Chernoff, 1986; Scialli, 1988; Rasco i
Hood, 1994). Observacions epidemiologiques han mostrat també una relacié entre
I’estrés psicologic (ansietat), 1 el benestar i desenvolupament fetal (Scialli, 1988),
aixi com que ’estres sever (psicologic 1 fisiologic), el poc espai, la immobilitzacid i
la temperatura extrema durant la gestacid, modifiquen permanentment el
desenvolupament estructural o funcional de la descendéncia en rates i ratolins
(Michel i Fritz-Niggli, 1978; Herrenkohl, 1979; Rhees i Fleming, 1981; Kavlock i
cols, 1985; Pollard, 1986; Ward i Wainwright, 1988; Bosque i cols, 1994; Miller i
Chernoff, 1995). En els experiments actuals, no vam poder observar, a diferéncia
d’estudis previs, toxicitat materno-fetal en els animals exposats a estrés. Només vam
observar una disminucié del pes dels fetus quan a la mare se li administraven 5
mg/kg/dia d’HC durant la gestaci6 (del dia 6 al 18). Aquesta manca d’efectes

adversos podria ser deguda al tipus d’estres utilitzat.

Tanmateix, si ha estat observada una interaccié entre la HC i el Mn, pero
només a dosis on aquest metall era inherentment toxic, tal com ja s’havia trobat en
estudis previs amb altres metalls (Colomina 1 cols, 1995, 1997, 1998).
L’administracié de clorur de Mn durant 1’organogenesi i durant el periode final de
gestacid, causava toxicitat materna i durant el desenvolupament a dosi de 4
mg/kg/dia. En estudis anteriors, on s’administrava només durant el periode
d’organogenesi, la dosi on s’apreciaven efectes maternotoxics va ser de 8 mg/kg/dia
(Sanchez i cols, 1993), la qual cosa fa pensar en la importancia de I’administraci6

durant el periode final de gestacid ja que seguiria tenint efectes adversos importants.
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A dosi de 2 mg/kg/dia, tot i que no apareixia toxicitat materna, si s’apreciava
una disminuci6 en I’index de viabilitat. No s’han detectat efectes consistents a llarg
termini deguts al tractament amb Mn, sol o combinat amb estres, tot i que entre sexes
si es va observar un efecte diferencial del Mn en I’aprenentatge. L’aprenentatge dels
mascles apareixia més perjudicat degut al Mn, a diferéncia de les femelles. Aixi, els
mascles es mostrarien més sensibles als efectes toxics del Mn tal i com ja s’havia

descrit en humans (Mergler i cols, 1999).

L’elevat consum de Mn per via oral en animals adults, va provocar una
pérdua de pes dosi-dependent, precedida d’una ingesta de menjar i aigua disminuida,
també dosi-dependents tal 1 com ja havia estat descrit recentment (Lipe i cols, 1999).
L’observacio dels animals en ’estadi final del tractament, va mostrar alguns signes
de toxicitat deguts a I’efecte del Mn, i/o de I’estres, i/o de la interaccid d’ambdos.
Alguns d’aquests signes de toxicitat observats en animals tractats amb Mn son

coincidents amb els descrits en estudis previs (Inoue i cols, 1975).

Les concentracions de Mn estaven augmentades en el cervell dels animals
tractats amb aquest metall. Tanmateix, aquestes concentracions no van resultar
modificades en cap cas per I’estres, tal i com en algun estudi previ s’havia suggerit
(Izgut-Uysal 1 cols, 2000). D’aquesta manera, quan es veuen interaccions entre el Mn
i Pestrés (com per exemple en la variable de “piloerecci6”), aquestes no son degudes
a un augment de I’acumulacié del Mn en SNC deguda a I’estrés, sin6 per altres
causes, entre elles 1’efecte comi d’ambdds tractaments sobre els sistemes de
neurotransmissio com la dopamina, el qual hauria de ser estudiat més detingudament

en futurs estudis.

En quant al model d’estrés més adient pels estudis d’interaccié amb metalls,
no sembla haver-hi masses diferéncies entre els models estudiats. El que si sembla
clar, és una alteracio en I’activitat més accentuada en els animals que rebien estres
per soroll de manera intermitent. A la vegada que s’observava un augment en el
nombre de defecacions d’aquests animals en un camp obert, aquest Ultim resultat
corrobora el descrit per ratolins sotmesos a alts nivells de soroll (Sato, 1991); la qual
cosa, estaria indicant un model d’estres forga efectiu i a més a més, més proper al

que estan exposats els éssers humans.
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CONCLUSIONS

L’administracié de clorur de Mn durant el periode d’organogénesi (dies 6 al
15) 1 durant el periode final de gestacio (dies 16 al 18) a ratolins gestants, a
dosi de 4 mg/kg/dia, causa toxicitat materna 1 toxicitat durant el

desenvolupament.

L’administracié de clorur de Mn durant el periode d’organogénesi i durant el
periode final de gestaci6 en ratolins gestants, a dosi de 4 mg/kg/dia, no causa

malformacions externes, internes o esqueletiques.

La HC potencia els efectes maternotoxics produits per 1’exposicié a Mn en
ratolins gestants durant la fase d’organogénesi i el periode final de gestacio,

només a aquelles dosis en les que el Mn ja és inherentment toxic per se.

L’administracio de clorur Mn a dosi de 2 mg/kg/dia, disminueix I’index de

viabilitat en les cries de ratoli exposades prenatalment.
No s’observa disminuci6 de pes en les cries de ratoli ni altres efectes adversos
sobre el desenvolupament de ratolins prenatalment exposats a Mn, a estrés o a

la interaccio d’ambdos.

No s’han detectat modificacions de la cura materna en ratolins, degudes a

I’exposicio a Mn, a estres, o a la interaccio d’ambdos.

No s’observen efectes a llarg termini en el periode d’adultesa dels ratolins

prenatalment exposats a Mn, a estres, o a la interaccié d’ambdos.

Els mascles mostren una tendeéncia a ser més sensibles que les femelles als

efectes adversos del Mn en I’aprenentatge.

194



VI. CONCLUSIONS

10.

11.

12.

13.

L’elevada ingesta de Mn per via oral en rates produeix una pérdua de pes
dosi-dependent, la qual esta precedida d’una disminucié en el consum de

menjar i aigua.

L’elevada exposicié a Mn per via oral en rates, de manera cronica, produeix
signes de toxicitat. Alguns d’aquests signes estan potenciats per 1’efecte de

I’estres.

L’elevada exposici6é a Mn per via oral en rates, augmenta significativament la
concentracio d’aquest metall en cervell i1 cerebel. L’estrés no modifica la

concentracio de Mn ni en el cervell ni en el cerebel.
El model d’estrés per soroll intemitent en rates augmenta 1’activitat (vertical o
aixecaments) respecte al model d’estrés per immobilitzacid, i al model

d’estres per soroll continu.

No s’observen altres diferéncies consistents entre els models d’estrés per

immobilitzacio, soroll continu i soroll discontinu.
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“Quants cops un home ha
comengat una nova etapa de la
seva vida a partir de la lectura
d’un llibre”

Henry David Thoreau
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1. Abreviacions més utilitzades

ACTH: hormona adrenocorticotropa

Ca: Calci

CRH: factor alliberador d’hormona adrenocorticotropa

Da: Dopamina

E: Adrenalina

Fe: Ferro

HPA: hipotalem-hipofisi-adrenal

L.p.: Intraperitonial

IRM: Imatge per Resonancia Magnética

LCR: Liquid Cefalo-Raquidi

MAO: Mono-Amino-Oxidassa

MMT: Metilciclopentadienil-mangangés-tricarbonil

Mn: Manganes

MP: Malaltia de Parkinson

NE: Noradrenalina

NOEL 6 NOAEL: “No Observed (Adverse) Effects Level” o Nivell on no
s’observen efectes (adversos)

PET: Tomografia per Emisi6 de Positrons

SN: Sistema Nervios

SNC: Sistema Nervios Central

SNP: Sistema Nervios Periféric

SNS: Sistema Nervios Simpatic

SNV: Sistema Nervios Vegetatiu

231



VIII. ANNEXES

2. Gabies d’immobilitzacio
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4. Aparell d’evitacio passiva

UEoO BASILE BIOLO DS AL R A T 0 A AT LS
BRIDER COMERID = VAREGE ITALY

PASEINVE AVOIDANCE APPARATUS

Cnk ISR
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5. Aparell d’evitacio activa
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6. Protocol per transparentacio de fetus

TRANSPARENTACIO D’EMBRIONS

1- Minim de 3 dies en alcohol 70%

2- Dos dies minim en acetona .

3- KOH al 1%, fins a la transparentacio.

4- Tinci6 amb vermell d’alizarina al 0.002% en aigaua destil.lada, canviar cada dia fins
a la tincio.

5- Conservar amb glicerina al 40%.

6- Per a la conservacio a llarg termini utilitzar glicerina al 100%.

Observacions :

El pas num 2 es convenient allargar-lo fins que la consistencia dels embrions sigui prou
dura.

\ El pas num 3 s’ha de revisar a diari, ja que un temps excessiu pot desfer els embrions.
CONSERVACIO PER EXAMEN VISCERAL

1- Minim de 3 dies en alcohol 70%
2- Minim d’una setmana en liquid de BOUIN',
3- Tornar a alcohol de 70%, facilita 1’observacio.

IMPORTANT

1- Mantenir un minim de 500 ml de les diferents disolucions
esmentades

2- Revisar els pots de transparentacio a diari.

' Bouin : 1500ml d’aigua destil.lada. + 8 g. d’acid picric +100ml d’acid acétic + 500 ml de formol (30-
40%)
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8. Full de registre d’avaluacio esquelética

Erirped

Taratogenisa de:

Faga II

FEXAMPEN ESQUELETICCO

animl a0:

Aninal e

Fetos chearvadoa
Fetos ansrmaleq

— b — — — e — — —

— — p— — —

— j— . —— —

— —, — e ey

[

—— ———  Amm — ——

e o —

e — — — —

— — — — e — — — —

— —— i —— —

—t — — e W rETe iy Sy Am—

— e — — — — p— —

— — i Al — — — — —

e — — — — — — — ——

T nhclena anificecits mires Fu isimatria

T rakrean

¥ funiia

238



VIII. ANNEXES

o

. Fulls de registre de seguiment postnatal

I. Seguiment postpart
» Identificacio:
= Data del part: Dia de gestacio:
* Relacid vius/morts: Pes de la mare:
PES
data MASCLES / FEMELLES
1
4
8
12
21
“MATERNAL” CARE dia  data  temps
1
3
DEVELOPMENT
Desplegament del pabell6 auditiu
data mascles femelles
3
4
5
6
Erupcié d’incissius
data mascles femelles
3
4
5
6
7
8
Observacions:
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Opertura d’ulls

data mascles femelles

12

13

14

15

16

APARICIO DE REFLEXES Amb els animals marcats...
Surface Righting(s) time

dia-postpart data mascles femelles

O| oo | O | K| W

Geotaxi
dia-postpart data mascles femelles

10

11

12

Forelimb grip strength
dia-postpart data mascles femelles

9

11

13

15
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DESENVOLUPAMENT POST-WEANING
Descens de testicles/Opertura de vagina

dia-postpart data mascles femelles

21

22

23

24

25

26

27

28

Activitat Open-Field-> 1 cop 30 minuts (1 mascle i una femella per ventrada)

ROTAROD~> 1 mascle i una femella per ventrada (s’agafen 3 valors)

mascle femella

PES
dia:

FORCA
dia:

ROTAROD 1
dia:

ROTAROD 2
dia:

Observacions:
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I. INTRODUCCIO

1. Conceptes generals.

1.1. Toxicologia. Conceptes basics.

La Toxicologia és la ciéncia que estudia les substancies quimiques i els agents
fisics, en tant en quant siguin capagos de produir alteracions patologiques als éssers
vius, a la vegada que estudia els mecanismes de produccié d’aquestes alteracions i
els medis per contrarestar-les, aixi com els procediments per detectar, identificar i

determinar aquests agents i valorar el seu grau de toxicitat (Repetto, 1997).

Els toxicolegs estudien la naturalesa dels efectes adversos (inclosos els seus
mecanismes d’accié bioquimica i molecular) d’aquestes substancies i/o agents, i

valoren la probabilitat de la seva preséncia (Eaton i Klaassen, 1996).

Una substancia es considera agent toxic quan ¢€s capa¢ de produir en un
organisme un efecte nociu o perjudicial per a ell. Aquests efectes nocius poden
manifestar-se en poques hores o tardar varis mesos en aparcixer. Aixi, seguint un
criteri cronologic podem classificar la toxicitat en:

-toxicitat aguda: quan els efectes adversos apareixen en un periode menor a
24 hores després de I’exposicid a I’agent toxic.

-toxicitat subaguda: els efectes nocius apareixen a partir de les 24 hores i fins
a 14 dies després de I’exposicio.

-toxicitat subcronica: els efectes adversos es manifesten a partir dels 15 dies i
fins a 3 mesos.

-toxicitat cronica: quan la manifestacid dels efectes nocius apareix a partir

dels 3 mesos (Ladron de Guevara i Moya, 1995).

Altres conceptes d’importancia en toxicologia son:

-DL 50 6 dosis letal 50: és la dosis calculada estadisticament, d’un agent quimic o

fisic (radiacid), que s’espera que produeixi mortalitat al 50% dels organismes d’una

poblacio sota un conjunt de condicions definides.
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-NOEL 6 nivell sense efecte observable: és la major concentracido o quantitat d’una

substancia, obtinguda experimentalment, que no causa alteracions en la morfologia,
capacitat funcional, creixement, desenvolupament o duracié de la vida dels
organismes, distingibles dels observats en organismes normals (controls) de la
mateixa especie o soca, sota concentracions idéntiques a les de I’exposicio.

-xenobiotic: en sentit estricte, és qualsevol substancia que interactua amb un
organisme i que no ¢és un dels seus components naturals (substancia exogena,

substancia estranya) (Repetto, 1997).

El contingut de la toxicologia pot ser molt divers segons 1’enfocament de
I’estudi. Aixi trobem diferents disciplines dins la toxicologia, com la clinica, la
mediambiental o 1’experimental. Aquesta Ultima, ja sigui mitjangant models “in
vitro” o “in vivo” (animals), intenta descriure els efectes dels toxics, estudia els
mecanismes d’accio 1 possibles tractaments sempre sota condicions de laboratori que
permetin controlar un major nombre de variables. En el cas d’estudis amb animals, el
que es pretén €s:

= Escollir espécies i soques semblants i que permetin les majors similituds amb
els humans en quant al metabolisme de la substancia.

= Escollir vies d’administraci6 i temps el més adequats possibles pel que volem
estudiar.

» Estudiar diferents dosis per tal d’establir una relacié dosi-efecte.

= Utilitzar metodes sensibles per a la deteccio dels efectes toxics.

En els experiments de toxicologia amb animals de laboratori s’intenta que la via
d’administracio i la duracié del tractament reflecteixin el que seria una exposicio
humana al toxic assajat, i que el metabolisme dels animals s’assembli el més possible
a I’huma (Manson 1 Kang, 1989). En qualsevol cas, no sempre ¢és possible aquesta
similitud amb la que seria 1’exposici6 al toxic en humans per raons obvies, i també

dependra del que es vulgui avaluar i de les caracteristiques de 1’estudi.
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1.2. Toxicologia de la reproduccio i el desenvolupament. Conceptes basics.

Els efectes adversos que les substancies quimiques produeixen sobre la
reproducci6 i el desenvolupament en mamifers varia en funcié de I’etapa en la qual

es produeix I’exposicio.

Generalment, els efectes produits en els sistemes reproductors dels adults es
refereixen a canvis en la fertilitat i alteracions en ’espermatogénesi o ovogénesi.
L’exposicid perinatal s’associa amb deéficits en el desenvolupament i déficits en les
funcions organiques, mentre que els efectes produits prenatalment s’associen amb
defectes al naixement i canvis en el desenvolupament i maduracié del sistema
nervios central (SNC) (Zelikoff i cols, 1995). Els efectes més greus de I’exposicio
prenatal a agents toxics s’associen amb mort abans del naixement (embrioletalitat), i
altres valorats en el moment del naixement: les malformacions 1 el retard en el
creixement (Neubert i1 cols, 1980). Un dels periodes critics de susceptibilitat als
toxics €s 1’organogenesi, etapa on la majoria dels sistemes organics s’estan formant.
El periode d’organogénesi varia d’unes espécies a altres. Aixi per exemple
I’organogénesi en el ratoli es considera del dia 6 al 15 de gestaci6é. En humans seria

del dia 20 al 55 de gestacio (Slikker, 1994).

Per estudiar de manera experimental els efectes dels agents toxics, els animals
més utilitzats son rates i ratolins, donat el seu curt periode de gestacid i ’ampli
nombre d’individus per ventrada, aixi com el seu baix cost i facil manipulacio.
Actualment, per poder classificar i interpretar millor els resultats, la majoria dels
protocols divideixen els treballs en tres fases o classes d’estudis per a 1’estudi dels
toxics de la reproduccid i del desenvolupament (Bosque, 1991). Depenent dels

objectius plantejats sera necessari elaborar un estudi de fase I, I o III.

Fase I Es tracta de determinar els efectes que la substancia quimica exerceix sobre
la fertilitat, etapes inicial i final de la gestacio, part 1 lactancia. El toxic s’administra a

mascles 1 femelles adults abans de la concepcio.
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Fase I1: S’avalua la toxicitat materna i els potencials embriotoxic i teratogenic de la

substancia quimica. Els experiments de la fase II sén molt rellevants ja que en ells

s’examinen els efectes maternotoxics 1 els potencials embriotoxics 1 teratogenics de

I’agent toxic quan aquest s’administra durant el periode d’organogeénesi (Manson i

Kang, 1989). En la fase II, la dosi pot administrar-se durant tota la gestacio, que

s’assemblaria més a 1’exposicié humana, o durant certs moments o periodes de la

gestacié que es consideren més sensibles a I’efecte del toxic a estudiar. D’aquesta

manera, podem perfilar millor els efectes de 1’exposici6 toxica en moments concrets

del desenvolupament. S’acostumen a valorar les segiients variables:

la toxicitat materna es referiria al conjunt d’efectes nocius sobre la
mare gestant, el comportament, increment de pes, ingesta, pes dels
organs, funcionalitat organica, i incidéncia de lesions macro o
microscopiques en animals gestants exposats a una determinada

substancia quimica (Khera, 1987; Domingo i cols, 1988).

["embriotoxicitat i la fetotoxicitat es refereixen a qualsevol efecte toxic

sobre el producte de la concepcid com a resultat de 1’exposicid
prenatal. La caracteristica distintiva entre aquests dos termes ¢s la fase
del desenvolupament durant el qual es dona lloc aquest efecte, si €s en
la fase d’embrié —embriotoxicitat- o en la fase de fetus —fetotoxicitat-.
Els termes inclouen malformacions 1 variacions, alteracions en el
creixement 1 mort en 1 uter.

En humans, I’estadi d’embrié dura fins aproximadament 8
setmanes després de la concepcio i és seguida de ’estadi fetal (U.S.
EPA, 1986, 1991a). En ratolins ’estadi d’embrid es donaria entre els
4 dies 1 mig fins els 15 dies després de la concepcid aproximadament,
al qual seguiria I’estadi de fetus (Rough, 1990). En rates, fins a finals
de la segona setmana de gestacid es dona I’estadi d’embrio, al qual
seguiria 1’estadi de fetus (Rowett, 1960). Aixi, en rosegadors, es
donaria ’estadi fetal a partir del dia 15 de gestacio fins el moment del
part. La fetotoxicitat acostuma a donar-se quasi sempre junt amb la
toxicitat materna, i molt sovint es considera com a conseqiiéncia

directe d’aquesta (Khera, 1984).
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» podem parlar de teratogenia quan una substancia provoca I’aparicio
d’anomalies permanents, estructurals o funcionals (Manson i Kang,

1989).
Fase I11: S’avaluen els efectes de la substancia sobre I’etapa final de la gestacio, part,
lactancia, viabilitat neonatal i desenvolupament de les cries. En aquesta fase el toxic
s’administra des del periode final de la gestacio fins el deslletament (Domingo i cols,
1988).

1.3. Neurotoxicologia. Generalitats.

La neurotoxicologia és la ciéncia que estudia els efectes adversos estructurals o

funcionals en el sistema nervids (SN) provocats per 1’exposicié a agents quimics. La
neurotoxicitat pot ser permanent o reversible, i es pot expressar en canvis estructurals
o alteracions funcionals (neuroquimiques, electrofisiologiques, conductuals)
(Dorman, 2000). Disfuncions neurologiques caracteristiques, canvis en la conducta i
neuropatologia, han estat descrits en humans i en animals com a resultat de
I’exposicié a mercuri, plom, cadmi, manganes, alumini o arsénic entre altres metalls

(Chang, 1996a).

El SN esta composat pel cervell, cerebel, tronc del cervell, medul.la espinal
(sistema nervios central —SNC-) 1 els nervis periférics (sistema nervids perifeéric —
SNP-) que proporcionen innervaci® motora i sensitiva. El SN esta clarament
involucrat en el manteniment de la conducta sota condicions normals, aixi com sota

I’exposicid a agents quimics (MacPhail, 1994).

En neurotoxicologia, els simptomes i signes com les alteracions motores,
modificacions sensorials, o 1’estat mental alterat, sorgeixen dels trastorns de les
funcions de cel.lules especialitzades del SNC 1 del sistema nervids periferic (SNP).
Desviacions dels nivells de rendiment esperat en tasques especifiques 1 tests de

funcionament neurologic son considerats com anormalitats (Feldman i cols, 1999).
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El SN és el sistema més complex del nostre organisme. A més a més de les
funcions de coordinacid, les quals estan comunament associades amb el cervell (p.
ex. aprenentatge 1 memoria), virtualment tots els processos fisiologics estan
controlats o influenciats pel SN. La complexitat del SN contribueix a la seva
vulnerabilitat als insults dels toxics.

El SN esta composat per una amplia varietat de cél.lules neuronals 1 glials. Les
neurones poden ser classificades segons la seva localitzacié anatomica (p. ex.
hipocampals, de ’estriat), el seu neurotransmissor principal (p. ex. colinérgiques,
dopaminérgiques), estructura cel.lular (p. ex. granular, piramidal), o funcid (p. ex.
neuroendocrines, sensorials). S’han identificat tres classes de neuroglia al sistema
nervids central: astrocits, oligodendrocits 1 microglia. Les cél.lules de Schwann son
les principals cel.lules glials del SNP. Les cel.lules glials son les responsables d’un
ampli ventall de funcions, que inclouen el suport i manteniment neuronal, la
producciéo de mielina i la fagocitosi. La preservaciéo de la relacié normal entre
neurones 1 glia és critica pel manteniment de la funcid6 normal del SN (Aschner,
2000a; Dorman, 2000). Els neurotoxics poden alterar aquesta relacido danyant de
manera selectiva o indiscriminada poblacions de cel.lules. Una avaluacié de la
integritat de les neurones i la glia, és per tant critica per determinar si un agent

quimic és neurotoxic.

Per altra banda, el SN té una tassa metabolica molt alta, que és una altra
caracteristica que la fa sensible al dany dels toxics. Aquesta tassa metabolica €s quasi
exclusivament dependent del metabolisme aerobic glucosa-dependent. Aixi, el SN és
extremadament sensible als neurotoxics que afecten la funcid6 mitocondrial i1 el
metabolisme energétic. Un cop danyat el SN pot compensar-se funcionalment pero

aquesta potencialitat €s limitada (Dorman, 2000).

El SN ofereix una diana Unica amb especials vulnerabilitats a agents toxics. La
seva intricada organitzacid aporta innumerables oportunitats pel trastorn, i la

conducta reflexaria un “output” integrat del SN (Weiss i O’Donoghue, 1994).

La toxicologia del comportament és un camp emergent que esta esdevenint molt
important en [’avaluaci6 del risc de 1’exposicio a substancies neurotoxiques, degut a

I’alta sensibilitat de la conducta cap a ’accid neurotoxica, i la integracio en funcions
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conductuals de wvaris processos subjacents i neurofuncions, com la motora, la

sensorial, I’atencional 1 la motivacional (Lucchini i cols, 2000a).

Una fita principal de la neurotoxicologia moderna és identificar als agents
neurotoxics abans de que es presenti I’exposicio en humans. Per aquest fi, els estudis
experimentals ben dissenyats, conduits en animals de laboratori son critics per
I’estudi de la neurotoxicitat (Dorman, 2000) (taula 1.1.), tot 1 que en 1’actualitat
existeixen moltes substancies mediambientals de les quals encara es desconeix el seu

potencial neurotoxic.

Els analisis de la conducta, han i continuaran aportant, importants contribucions
al coneixement dels efectes toxics dels agents quimics en general i dels efectes
neurotoxics en particular (MacPhail, 1994).

Els canvis conductuals poden incloure retard en el desenvolupament de les cries,
increment en 1’activitat motora, disminucio de la for¢a a les extremitats, increment de
les conductes d’escapament, i déficits en I’aprenentatge cognitiu (Dobbing i Sands,

1971; Moorcraft, 1981; Gerber i O’Shaughnessy, 1986).



[. INTRODUCCIO

Taula I.1. Nivells d’estudi en neurotoxicologia.

NIVELL D’ESTUDI

TIPUS DE DADES/USOS

2>Neuropatologia

-Microscopi optic

Identifica llocs vulnerables dins del SN o poblacions de
cel.lules susceptibles. Tincions especials aporten
informacio sobre la identitat, localitzacié i quantitat de
les macromol.lécules.

-Microscopi electronic

Identifica llocs diana subcel.lulars de neurotoxicitat i
una indicacid de I’estat metabolic del SN. Analisis de
composicions elementals, immunocitoquimica
especialitzada i tecniques autorradiografiques poden
avaluar la distribuci6 subcel.lular de certs xenobiotics.

>Neuroquimica

-Estudis de
neurotransmissio,
lligands

i receptors

Avaluen els efectes de 1’exposicid a les substancies
quimiques en els processos neuroquimics basics, i
poden identificar els mecanismes de neurotoxicitat
moleculars 1 bioquimics. Pot ser avaluat “in vivo” usant
una gran varietat de técniques, incloent microdialisi,
tomografia per emissio de positrons i altres metodes
d’imatge moderns.

>Electrofisiologia

-Electroencefalografia

Les técniques electroencefalografiques permeten
I’analisi funcional de poblacions de neurones. Usada
per identificar focus epiléptics i altres condicions
neurologiques. Avalua 1’estat metabolic del cervell en
general.

-Potencials evocats

Avalua I’activitat funcional del SN a macro o
microescala. Inclou les respostes auditives evocades del
tronc del cervell, somatosensorials i1 potencials evocats
en flash i patrd revertit.

2>Conductual

-Funci6 cognitiva

Test d’aprenentatge associatiu i no associatiu. Cap test
per si sol pot avaluar tots els tipus d’aprenentatge i
memoria. Inclou I’evitacid passiva i activa, conducta
operant controlada i test d’aprenentatge espacial.
Influenciat per la funcié sensorial, I’arousal general, la
motivacio i ’activitat motora.

-Funci6é motora

Els neurotoxics afecten la funci6 motora via els nervis
periferics o danyant el SNC. L’activitat motora €és una
conducta complexa que consisteix en una varietat
d’actes motors.

-Funcid sensorial

Avalua la integritat dels sistemes visual, auditiu,
olfactori, gustatiu 1 somatosensorial.
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1.4. Neurotoxicologia del desenvolupament.

La neurotoxicologia del desenvolupament ha esdevingut una subdisciplina
important i energica, focalitzant el seu camp d’estudi als periodes prenatal i
postnatal. Els fetus i1 els nens son sovint més susceptibles als toxics quimics que
alteren ’estructura i/o funcio del cervell, tot i que la susceptibilitat varia per cada

neurotoxic.

El cervell en desenvolupament és sovint més sensible als neurotoxics. Es
ampliament acceptat que el grau de neurotoxicitat varia amb el periode de
desenvolupament, i pot ser particularment alt en les etapes primerenques d’aquest.
Aquesta vulnerabilitat és conseqiieéncia de les caracteristiques dels processos
cel.lulars i moleculars implicats en el cervell en desenvolupament. Algunes
d’aquestes caracteristiques serien:

La lenta maduraci6 -p.ex. mielinitzacio, connexions sinaptiques-.

La immaduresa dels sistemes de proteccid -p.ex. la barrera hematoencefalica-.

L’especialitzacid cel.lular -cada tipus de cel.lula és produida en un periode

diferent del desenvolupament, i per aixo €s susceptible als toxics en diferents

moments del desenvolupament- (Claudio i cols, 2000).

Existeixen molts exemples a la literatura on alguns agents toxics resulten en
neurotoxicitat per les cries 1 no necessariament per la mare. En altres casos, també
s’ha trobat en animals d’experimentacid que els adults son més susceptibles que els
animals en desenvolupament (Paule i cols, 1986; St Omer i cols, 1991). També s’han
proposat que les exposicions perinatals a alguns agents podria resultar en una
toxicitat silenciosa (o latent), la qual es manifestaria amb [’edat o els canvis
ambientals (Weiss, 1990). Per tant, hi ha una evidéncia creixent que 1’exposicio
durant el desenvolupament a molts agents quimics pot produir alteracions a llarg

termini en la conducta i en el SN (MacPhail, 1994).

S’han utilitzat varis models animals per confirmar la neurotoxicitat en el
desenvolupament que pot resultar de I’exposicio a diferents agents toxics —

neurotoxics-. Raons étiques impedeixen testar possibles agents neurotoxics, nous o ja

10
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existents, en humans en desenvolupament. Per aquesta rad, els models animals han
esdevingut un métode comu per avaluar el seu potencial toxic en el desenvolupament

(Slikker, 1994).

11
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2. Manganeés (Mn).

2.1. Generalitats.

El manganés (Mn) és un metall comunament usat amb una amplia varietat
d’aplicacions industrials (Seth i Chandra, 1988). Es un metall de transicié amb acci6
fisiologica. Té una densitat de 7.21 g/em’. Als 1260°C es produeix la seva fusi6 i als
1900°C la seva ebullicio.

Els minerals més importants que contenen aquest metall son:

la pirolusita (dioxid), que té un color negros.
la manganita (hidroxid), que té un color gris brillant.
la psilomelana (0xid mixt de bari i Mn), amb un color negre brillant

(Corbella, 2000).

Es un element relativament abundant a I’escorca terrestre (0.085%) que es
troba normalment en forma d’oxids en varis tipus de roques (Ladron de Guevara i
Moya, 1995). No té un gust o olor especial. El Mn pur seria un metall de color
platejat, perd no es troba al medi ambient en aquesta forma; més aviat, sempre es
troba combinat amb altres elements com 1’oxigen, el sulfur o el clorur. Aquestes
formes, anomenades compostos, son solids que no s’evaporen, pero petites particules
del material solid poden aparéixer suspeses a 1’aire. També alguns compostos del Mn
es poden dissoldre a 1’aigua 1, a baixos nivells, es troben presents normalment a llacs,
rius 1 a ’ocea (Toxicological Profile for Manganese, ATSDR, 2000).

El Mn és un element essencial pels humans i altres espécies per la formacio
dels ossos, i pel metabolisme dels carbohidrats i lipids (Gerhardsson i Skerfving,
1996). El Mn ingerit normalment a la dieta podria protegir les cel.lules i les neurones

de Iestrés oxidatiu (Sziraki i cols, 1999).

12



[. INTRODUCCIO

2.2. Aplicacions del Mn a la industria.

El Mn ¢és ampliament usat en industria. També s’ha usat com agent
bactericida i com a fungicida. A la inddstria s’utilitza en la produccié d’acers. En
forma metal.lica es fa servir sobretot en aliatges de ferro i coure per construir hélices
de vaixell, 1 en la indastria armamentistica per la seva resisténcia a la vibracio,
rascades 1 cops.

En forma d’oxids es fa servir en la fabricacié de lindleums, piles seques i
condensadors, industria del vidre, ceramica, fabricacié de pintures, esmalts i laques,
en la pirotécnia i en la induastria farmaceutica. També (en diferent forma quimica de
les anteriors) com a pigment fosc.

Dins del grup de sals (en diferents formes) s’usa en tintoreria, com a secant
empleat en l'adob de cuiros, fabricacié de condensadors, secant de vernissos i com a
pigment vermell.

Dels compostos organics s’utilitza el ciclopentadienil-manganés-tricarbonil 1
el metilciclopentadienil-manganés-tricarbonil (MMT) com a antidetonant de
gasolines.

En D’agricultura, diferents compostos s’empren com a adobs i fungicides
(Ladron de Guevara i Moya, 1995).

Aixi, els minerals de Mn, en les seves diferents formes i compostos,

s’utilitzen principalment en la mineria i metal.lirgia, 1 la inddstria (Plunket, 1978).

2.3. El Mn al medi ambient.

El Mn és ampliament distribuit al medi ambient. Apareix al sol, aire, aigua i
aliments. Aixi, tots els humans estan exposats al Mn, el qual és un component natural
del cos huma. La dieta és usualment la ruta més important d’exposicié dels humans,
sent la ingesta tipica diaria d’1 a 5 mg/dia.

Les exposicions al Mn per damunt de la mitjana sén més probables que es
donin en fabriques, zones properes, o en deixalleries que alliberin quantitats
significatives de pols de Mn a ’aire (Toxicological Profile for Manganese, ATSDR,
2000).

13
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El limit d’exposicid o concentracidé maxima permissible de Mn i els seus
compostos, segons els autors Dreisbach i Robertson (1988), en el seu llibre d’edicio

mexicana, son:

pols 5 mg/m’ en aire
fums 1 mg/m’
ciclopentadienil-manganés-tricarbonil 0.1 mg/m’
metilciclopentadienil-manganés-tricarbonil 0.2 mg/m’

El ciclopentadienil-manganés-tricarbonil 1 el metilciclopentadienil-manganes-
tricarbonil (MMT) s’utilitzen en alguns paisos com a additius antidetonants en la
benzina. Aquestes substancies son rapidament absorbides per la pell (Dreisbach i
Robertson, 1988). Ara com ara, s’afegeix com un augmentador de 1’octanatge en la
benzina sense plom als Estats Units i1 al Canada. El Canada ¢és I’tunic pais del mén
que fa us exclusiu del MMT com agent antidetonant en la benzina sense plom. Tot i
que I'MMT esta aparentment permes a I’Argentina, Australia, Russia, i
condicionalment a Nova Zelanda, no és ben conegut si en I’actualitat es fa servir
habitualment en aquests paisos (Davis, 1998). La combusti6 del MMT provoca la
formacié d’oxids de Mn. Aquesta contaminacié pot portar a un increment en les
concentracions de Mn inorganic a 1’aire.

Per altra part, i menys important com a font d’exposicid, existeix una droga “de
carrer” anomenada “bazoka”, basada en la cocaina perd contaminada amb carbonat

de Mn (Aschner i cols, 2001).

2.4. El Mn en nutricio.

El Mn és un element essencial requerit pels mamifers, aus, plantes i

microorganismes per certes funcions fisiologiques (Seth i Chandra, 1988). La carrega

total en el cos esta entre 12 1 20 mg per un home de 70 kg de referéncia. El seu

balan¢ de Mn s’estimaria com segueix:

14
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Ingesta:
3.7 mg/dia en menjar 1 liquids.
0.002 mg/dia en aire.
Pérdues:
0.03 mg/dia per orina.
3.6 mg/dia per femta.
0.039 mg/dia per la suor.
0.002 mg/dia pel cabell i les ungles.
(Carson i cols, 1986).

2.5. Absorcio, distribucio i eliminacio del Mn.

Les vies fonamentals d’absorcid son la respiratoria 1 la digestiva. L’absorcio
oral del Mn és lenta i1 incompleta, sobre I’'l 1 el 4 % (Carson i cols, 1986), ja que la
solubilitat en els liquids intraluminals del tub digestiu és petita. Es produeixen
interaccions entre el ferro (Fe) i el Mn. D’aquesta manera la caréncia del primer
afavoreix I’absorcid del segon. De fet, en les anémies ferropéniques s’absorbeix
significativament més Mn que en estats no carencials (Ladron de Guevara i Moya,
1995).

El Mn inhalat, en canvi, és rapidament toxic, indicant una absorcid6 més
rapida a través del pulmo (Carson i cols, 1986). Aquesta via és la més freqiientment
implicada en les intoxicacions industrials. El pulmé actua com a reservori de Mn, a
partir del qual va penetrant a la circulacié general (Ladron de Guevara i Moya,
1995).

El Mn és ampliament distribuit entre els organs. Les concentracions més altes
es donen a SNC, os, fetge 1 rony6. S’acumula a I’interior de les cel.lules,
principalment als mitocondris (Carson 1 cols, 1986), el que fa que es distribueixi
sobretot en els teixits especialment rics en mitocondris, i per tant amb indexs
metabolics més elevats (Ladron de Guevara i Moya, 1995). El Mn és transportat en
el serum sanguini per la B-globulina. Les concentracions de Mn son 25 vegades més
altes en les cél.lules vermelles que al sérum; tot i que no s’ha trobat una relacid

significativa entre I’exposicio i les concentracions en sang de treballadors.
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L’eliminaci6é del Mn absorbit per via digestiva és practicament total a través
de la bilis (Carson i cols, 1986). També¢ s’elimina Mn a través de 1’orina, via que pot
potenciar-se mitjancant la utilitzacié de quelants tipus EDTA. La melanina ret¢ Mn
(la substancia negra és rica en melanina), el que afavoreix la seva eliminaci6 en

forma de granuls de melanina pel cabell (Ladron de Guevara i Moya, 1995).

2.6. Déficit de Mn.

El Mn és requerit pel nostre organisme com a nutrient essencial. Tanmateix,
no son freqiients els casos de deficiencia d’aquest metall donat que a la nostra dieta
¢s present en quantitat suficient. S’ha suggerit una relacié entre el Mn 1 el
metabolisme dels carbohidrats. Aixi, una deficiéncia de Mn a la dieta resulta en una
produccié anormal d’insulina i un empitjorament del metabolisme dels carbohidrats.
En els individus adults, tant la deficiéncia de Mn, com I’excés, poden alterar els
nivells de catecolamines, i es suggereix un lligam directe entre els nivells de Mn al
cervell i el metabolisme i funcié catecolaminergica (Seth i Chandra, 1988).

Durant I’altima década s’han descrit varies malalties humanes caracteritzades
en part per les baixes concentracions de Mn en sang. Aquestes malalties inclouen
I’epilépsia i 1’osteoporosis. Resta per ser determinat si les baixes concentracions de
Mn en sang observades en aquestes malalties son una causa o un efecte (Carl i cols,

1993; Keen, 1996).

Un déficit de Mn a la dieta té relativament poc impacte en adults perd pot
afectar de manera severa al desenvolupament (Golub i cols, 1991). En quant als
possibles efectes d’un deficit de Mn durant el desenvolupament, s’ha descrit en
animals d’experimentacio, criats amb una dieta deficient en Mn, un retard en el
creixement, anormalitats esqueletiques, disfuncié reproductiva i alteracions a nivell
del SNC.

Altres investigadors han observat en animals mantinguts amb una dieta
deficient en manganés incoordinacid, problemes d’orientacid 1 altres déficits
conductuals com ataxia, déficit d’equilibri, tremolors i1 marxa retrograda. La
suplementacidé amb Mn reverteix alguns d’aquests déficits conductuals (Seth i

Chandra, 1988).
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Un dels principals efectes del deficit prenatal del Mn és a I’esquelet. En rates,
la descendéncia de la mare alimentada amb una dieta deficient en Mn (< 1 ug Mn/g
comparat amb la dieta tipica control de 10-50 pg Mn/g) des del deslletament,
mostren un creixement desproporcionat al naixement que es caracteritza per
I’escurcament sever dels radis, ulna (ctbit), tibia i1 fibula (peroné).

Un efecte espectacular de la deficiencia de Mn pot ser I’ataxia congenita
irreversible, la qual es caracteritza per una pérdua de I’equilibri i retraccio del cap.
Aquesta ataxia ¢és deguda a una anormal desenvolupament dels otolits a 1’orella
interna. El teixit pancreatic també pot resultar afectat acusadament (Keen, 1996).

Altres estudis en animals d’experimentacié mostren que I’alimentacié amb
concentracions de Mn molt baixes, afecta el creixement i el metabolisme, fet que
s’ha relacionat amb deficits de les hormones tiroidals de les cries de les mares

exposades a aquesta dieta (Eder i cols, 1996).

2.7. Toxicologia del Mn: excés.

El Mn, com altres elements essencials, ha de mantenir-se entre uns certs
limits de concentracié per un funcionament optim (Mergler, 1999). L’exposicid
excessiva a Mn esta associada amb una malaltia del cervell irreversible anomenada
“manganisme”, amb alteracions prominentment psicologiques i neurologiques,
caracteritzada en el seu inici per una alteracio psiquiatrica (“bogeria manganica’) que
recordaria for¢a a 1’esquizofrénia (Aschner i1 cols, 2001). Mentre que la malaltia
inicial pot ser reversible, el manganisme més avangat persistiria, essent irreversible

(Frumkin i Solomon, 1997).

El SNC és el principal teixit diana del Mn. El manganisme esta associat a uns
nivells de Mn cerebrals alts, principalment en aquelles arees conegudes per contenir
altes concentracions de ferro, que inclouen el caudat-putamen (nucli estriat), globus
pal.lid, substancia negra i nuclis subtalamics (figures 1.2, 1.3 i 1.4). Recentment, les
Imatges per Ressonancia Magnetica (IRM) mostren que existeix una disminucid de
la circulaci6 sanguinia regional cerebral en el caudat i talem (Aschner i Kimelberg,

1996; Aschner i cols, 2001).
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Figura I.2. Ganglis basals (Atlas d’Anatomia, University of Washington, 1998)
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GANGLIS BASALS

—

COS ESTRIAT AMIGDALA

I

NEOESTRIAT (ESTRIAT) PALEOESTRIAT

—

NUCLI CAUDAT PUTAMEN GLOBUS PAL.LID

NUCLI LENTIFORME

Figura 1.3. Nomenclatura dels ganglis basals (Crossman i Neary, 2000).

caudat |
putarmen

talem

huclis
subtalamics

substancia
negra

Figura 1.4. Dibuix esquematic de les relacions entre les principals estructures
afectades per la intoxicacié de Mn (Cardoso, 1997).
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L’exposici6é a nivells alts de Mn estan associats amb alteracions

neurologiques 1 neuropsiquiatriques (Mergler, 1999).

A la 15" Conferéncia Internacional de Neurotoxicologia (1999), es va
considerar el risc per la salut de 1I’exposicié a Mn en el marc ocupacional i ambiental.
La introduccié d’un compost organomanganessic com augmentador del grau
d’octanatge a la benzina, ha estimulat la revisio de la seva possible toxicitat (Verity,
1999), ja que fins ara existeixen relativament poques descripcions de la toxicitat del
Mn a partir d’aigua o de la dieta (Aschner i cols, 2001). Tanmateix, hi ha evidéncies
de que I'as del MMT a la gasolina incrementara els nivells de Mn ambientals,
augmentant la seva bioabilitat (Frumkin i Solomon, 1997).

Els signes neurologics causats per excés de Mn en el medi ambient han rebut
una gran atencié degut a que s’assemblen a alteracions cliniques descrites
col.lectivament com una disfuncio del sistema motor extrapiramidal, i en particular a
la Malaltia de Parkinson (MP) amb distonia (Aschner, 2000b). Mena (1979), va estar
entre els primers en recon¢ixer les similituds entre els signes i simptomes del

manganisme 1 la MP.

Un principi central de la neurotoxicitat del Mn esta relacionat amb el rol
selectiu que juga la disfuncié de les neurones dopaminergiques (Verity, 1999), tot i
que els mecanismes pels quals el Mn produeix neurotoxicitat no estan clars

(McMillan, 1999).

2.7.1. Toxicologia del Mn en humans.

Al segle XIX alguns autors van observar que la pols de Mn produia un
sindrome neurologic en treballadors exposats. Tot i que degut a la millora de la
higiene industrial, el manganisme classic és rarament vist en miners i treballadors en
les societats desenvolupades, les noves aplicacions del Mn, com additiu a la benzina,
fa el problema emergent altra vegada (McMillan, 1999). La combustié del MMT
incrementara els nivells inorganics de Mn ambiental i incrementara 1’exposicié de

Mn en humans (Aposhian i cols, 1999).
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L'MMT, com en el cas dels derivats del plom, és emés des dels tubs
d’escapament 1 dispersat a [’atmosfera. L’exposicid6 a la poblacié té lloc
principalment per inhalacié de les particules a 1’aire de I’ambient, i secundariament
per la ingesti6é d’aquestes particules dipositades al menjar, al sol i altres superficies
amb que la poblaci6 en la seva totalitat o subpoblacions entren en contacte (Davis,

1998).

Al contrari que el Mn ingerit, el Mn inhalat és transportat directament del
tracte respiratori al cervell abans del seu pas pel fetge (Frumkin i Solomon, 1997;
Davis, 1998), 1 per tant, dosis més baixes de Mn inhalat serien igual o més toxiques
que dosis més elevades de Mn ingerit.

La via d’exposicié pot influenciar la distribucid, el metabolisme i la
neurotoxicitat del Mn. La via oral és considerada la menys importat per als proposits
d’avaluacio de risc, ja que el Mn és pobrament absorbit des del tracte gastrointestinal
(absorcid neta < 5%) 1 els nivells de Mn es mantenen relativament constants al
cervell 1 altres teixits. En contrast, la inhalacié és més eficient que la ingestio,
aportant Mn al cervell (Aschner i cols, 2001). L’eliminacié del Mn del SNC és lenta
(Newland, 1999). El fetge juga un rol clau mantenint les concentracions normals de
Mn a I’organisme. El Mn absorbit des del tracte gastrointestinal és portat primer cap

al fetge, no arribant gairebé a la circulacié sanguinia (Aschner i cols, 2001).

El Mn produeix una toxicitat retardada i acumulativa (Newland, 1999).
Aquest mecanisme d’accidé acumulatiu del Mn s’ha de tenir molt en compte a ’hora

de fixar el nivell d’exposici6 segur (Lucchini i cols, 1999), per cada via.

Tot i que 1I’is de ’MMT resultaria en només un petit increment en 1’exposiciod
a Mn per la majoria de la poblacid, certes poblacions estarien desproporcionadament
exposades. Subpoblacions susceptibles com nens, dones embarassades, persones
grans, individus deficients en ferro (Fe) i calci (Ca), i individus amb problemes
hepatics (Davis, 1998), tindrien un potencial increment per una carrega excessiva de
Mn al cos atribuible a un increment de 1’absorci6 o una alteracidé dels mecanismes
d’eliminaci6 com s’ha suggerit, segons dades limitades. Causes d’aquesta

susceptibilitat en les diferents poblacions serien:
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- En lactants, perque el Mn es transmet a través de la placenta i per la llet
materna.

- Nens, pel seu metabolisme particular i1 perque el seu sistema nervios esta en
desenvolupament.

- Les dones embarassades i també mares que esta alletant, degut a deéficit de
ferro 1 deficit de calci.

- Gent gran. Son una poblacidé preocupant, tenint en compte que una
substancial proporcié d’aquests desenvolupa la MP idiopatica, i per tant, és
possible que altres tinguin una tendéncia subclinica per la disfunci6é en el
globus pal.lid, substancia negra i nucli estriat. Aquest subgrup de gent pot ser
posat “al limit” incrementant 1’exposicié a Mn.

- Individus amb malaltia neurologica preexistent, els quals serien d’especial
risc degut al potencial de la combinacio.

- Persones amb deficiéncia de ferro, perque 1’absorcid gastrointestinal de Mn
¢s augmentada per aquesta deficiéncia (Frumkin 1 Solomon, 1997); i també

amb deficit de calci.

La intoxicacié per Mn pot donar-se per exposicions agudes o de curta durada o

per exposicions croniques o de llarga durada, que donarien lloc al manganisme.

S’han fet estudis en poblacions exposades a importants nivells de Mn en aigua i
aire, estudiant varis toxics en general a més del Mn (p.ex. Mergler i cols, 1998), en
arees concretes amb resultats poc concloents (p.ex.Vieregge i cols, 1995; Santos-

Burgoa i cols, 2001).

Els mecanismes precisos de la neurotoxicitat del Mn no sén ben coneguts, tot i
que sembla que el Mn pot afectar varis aspectes de 1’estructura 1 funcié del SNC en
els humans (Davis, 1998).

La literatura cientifica suggereix el lligam de varis neurotransmissors en la
toxicitat del Mn. S’ha vist que altera el nivells de varis neurotransmissors i I’activitat
d’alguns dels enzims involucrats en el metabolisme dels neurotransmissors, a més de
modificar la sensibilitat d” alguns receptors.

El dany a les neurones catecolaminérgiques podria ser causat pels radicals lliures

1 quinoides formats com a resultat de I’autoxidacié de la dopamina (Da) catalitzada
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pel Mn. El sistema dopaminérgic apareix com el més sensible al Mn, i aquest sembla
que juga un paper significatiu en el desenvolupament normal de les funcions
dopaminérgiques (Seth i Chandra, 1988). La toxicitat del Mn podria estar relacionada
amb la seva habilitat per accelerar 1’oxidaci6 de les catecolamines (Lloyd, 1995). El
Mn s’acumula dins la mitocondria preferentment, via calci, 1 esta associat amb una

inhibicié de la fosforilaci6 oxidativa (Verity, 1999).

Algunes troballes postmortem, tant en humans com en animals, han revelat
una degeneracid neuronal al cos estriat (nucli caudat, putamen i globus pal.lid), aixi
com en neurones dopaminergiques de la substancia negra (Cuesta de Di Zio 1 cols,
1995), mentre que altres autors només parlen d’atrofia i disminucié de les cel.lules

del globus pal.lid (Dreisbach i Robertson, 1988).

2.7.1.1. En el desenvolupament.

Historicament, les exposicions severes a Mn havien estat restringides als
treballadors adults del sexe masculi en les industries basades en aquest metall. La
possibilitat de que un excés d’exposicido al Mn pugui donar-se a prop d’algunes
refineries, o fins 1 tot en ’ambient general, podria significar que la toxicitat del
manganes sigui un serids perill per la salut de les dones i nens que visquin en
ambients altament exposats (Corbella i Domingo, 1996).

Generalment, la majoria dels estudis s’han centrat en subjectes adults, enlloc
de en poblacid general. Els treballadors adults de sexe masculi no poden ser
considerats Obviament representatius de grups com persones grans, nens, dones
embarassades 1 altres poblacions susceptibles com ara els malalts hepatics i amb

deficit de ferro (Davis 1 Elias, 1996; Davis, 1999).

Tot 1 que hi ha estudis que suggereixen que el Mn ¢és requerit en grans
quantitats durant la infancia, i que un subministrament de Mn suficient és critic per
un desenvolupament normal del cervell (Takeda i cols, 1999), els nens serien una de
les subpoblacions més susceptibles als efectes toxics del Mn. El SN dels nens esta en
desenvolupament, els seus sistemes de neurotransmissiéo son immadurs 1 aixo

comporta una certa vulnerabilitat afegida (Seth i Chandra, 1988).
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Es considera que aquest és un periode especialment susceptible a un ampli
rang d’exposicions toxiques (Frumkin i Solomon, 1997). Els animals molt joves no
només absorbeixen i retenen Mn de manera excepcional. També han mostrat una
acumulacié relativa més gran del Mn al SNC. S’ha vist que els nadons alimentats
amb formules que contenen Mn, tenen nivells més alts d’aquest element al cabell que
els nadons alletats per la mare, i1 els nens hiperactius tenen nivells de Mn més alts al

cabell que els controls (Frumkin i Solomon, 1997).

Els nens formarien també part d’una de les dues subpoblacions més
exposades, juntament amb treballadors exposats ocupacionalment, si aquest metall,
degut sobretot a I’ts de ’MMT a la gasolina, es troba a I’ambient, per varies raons:

1. Presenten una tassa respiratoria més alta.

2. L’absorci6 gastrointestinal és superior en els nens que en els adults.

3. A través de les estones de joc a I’exterior a prop d’arees amb alt nivell de

transit de vehicles, estarien altament exposats per 1’aire i pel sol (Frumkin
1 Solomon, 1997).
El Mn travessa la barrera hematoencefalica tant dels neonats com del fetus en

desenvolupament (Aschner, 2000D).

Existeix un nombre limitat d’estudis adregats a investigar els déficits
neurologics de 1’exposicié a Mn en nens (Aschner, 2000b). Tanmateix, esta forca
acceptat que I’exposici6 a Mn durant un periode limitat del desenvolupament
primerenc podria ser capa¢ d’induir danys permanents o irreversibles al SNC en
desenvolupament (Davis, 1998).

La competici6 entre el Fe i el Mn pel mateix sistema de transport, comporta
unes importants implicacions pel potencial increment de 1’acumulacié de Mn al SNC
en poblacions ferrodeficients. Degut a que ambdods, Mn i1 Fe, comparteixen similituds
en la seva quimica i bioquimica, és raonable postular que els mecanismes subjacents
a la distribucidé del Mn, en la salut i en la malaltia, i en els individus en
desenvolupament s6n dependents de 1’homeostasi del Fe (Aschner, 2000b). No s’han
portat a terme estudis a llarg termini de nens exposats a Mn (Davis i Elias, 1996).

Es sap que I’exposicio a certs metalls, com per exemple el plom, té efectes
neurotoxics sobretot durant certs “estadis critics” del desenvolupament huma. Per

tant, aquestes evidéncies, augmenten la probabilitat de que 1’exposicié a Mn durant
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un periode limitat en el desenvolupament primerenc, sigui capa¢ d’induir danys
permanents o irreversibles al SNC en desenvolupament. Els nens, a més, tindrien un
risc afegit per les seves caracteristiques metaboliques 1, a la llarga, per la possible
acumulaci6 dels efectes toxics durant els anys que condueixen a I’adultesa i vellesa,
si segueix 1’exposicio (Davis i cols, 1998).

La potencial toxicitat en el desenvolupament deguda a 1I’exposicidé prenatal
del Mn, sembla for¢a provada, tot i que les concentracions minimes i la durada de
I’exposici6 suficients per induir els efectes adversos no estan ben definides (Davis,

1998; Davis, 1999).

2.7.1.2. En adults.

La neurotoxicologia del Mn es coneix des de fa més de 150 anys. Des de
llavors, el sindrome toxic ha estat descrit en varis grups de miners i altres
treballadors altament exposats (Iregren, 1999). S’han descrit també casos
d’intoxicacid per Mn en families exposades a altes dosis d’aquest metall a través
d’aigua contaminada, aixi com en pacients amb malaltia hepatica, i en nens que
rebien nutrici6 parenteral per un periode perllongat (Calabresi i cols, 2001).

Els efectes toxics de I’exposicio a Mn en el SNC un cop establerts son
irreversibles. D’aqui la importancia que te la deteccid primerenca dels primers
simptomes i signes de neurotoxicitat en poblacions de risc (Iregren, 1999).

Dels miners exposats a pols de Mn, només una petita proporcidé desenvolupa
el “manganisme”, el que fa pensar que existeixen difereéncies individuals en quant a

vulnerabilitat.

El Mn és absorbit per I’intesti, aixi com a través de I’epiteli alveolar
pulmonar. Un cop a la circulacio sistémica facilment entra al cervell (Kopin, 1994).
A concentracions normals en plasma, el Mn entra al SNC principalment travessant la
barrera hemato-encefalica pels capil.lars de 1’endotel.li, mentre que a altes
concentracions predominaria el transport a través del plexe coroide (Zheng, 1996;

Aschner i cols, 2001).
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Segons alguns investigadors (Calabresi i cols, 2001), els simptomes

conductuals descriurien una fase clinica primerenca del manganisme causada per un

control inhibitori dopaminérgic anormal en els inputs cortico-estriats.

El curs clinic del manganisme, descrit en centenars de casos d’intoxicacid per

miners, treballadors de la industria i agricultura, pot ser dividit en 3 fases:

1- Una fase inicial on predominen els simptomes subjectius, on poden succeir

episodis psicotics. Aquesta fase acostuma a durar varis mesos.

2- Una fase intermitja on predominen els simptomes neurologics. Aquesta fase

també pot durar varis mesos.

3- Una fase establerta amb deficits neurologics persistents, deficits que poden

persistir 1 progressar encara que l’exposicid a Mn cessi (Chang, 1996b;

Mergler i Baldwin, 1997; McMillan, 1999).

Alguns estudis indiquen que la progressiod clinica en aquests pacients continua

fins 1 tot 10 anys després d’acabar-se I’exposicio (faula 1.5) (Seth i Chandra, 1988;

Huang i cols, 1998).

Taula 1.5. Alguns signes i simptomes neurologics del manganés en humans.

FASE DE LA MALALTIA

ALTERACIONS NEUROLOGIQUES
SIGNIFICATIVES

1. Fase prodromica

Apatia, asténia, anorexia, insomni, dolors musculars,
excitament mental, al.lucinacions, riure incontrolat,
memoria empitjorada, accions compulsives, excitament
sexual seguit d’impoténcia.

2. Fase intermedia

Alteracions de la parla, moviments irregulars
(“patosos”), marxa anormal, balanceig alterat, reflexes
exagerats en les extremitats inferiors, falta d’expressio a
la cara, tremolors.

3. Fase establerta

Rigidesa muscular a les extremitats, marxa anomenada
“de gall” (aixecant els talons), tremolors, riure
espasmodic, sudoracid excessiva.
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La clinica més caracteristica és la “marxa de gall”. Aquesta dificultat en el
caminar pot ser unilateral, perd usualment és bilateral i es considera una forma de
distonia. Generalment, esdevé prominent després de caminar una distancia curta i
representa una manifestacio severa del manganisme cronic (figura I.6) (Huang 1 cols,

1997).

Figura I.6. “Cock gait” o
“Marxa de gall”
(Inoue i Makita, 1996)

En els estudis ocupacionals s’han utilitzat diverses proves i bateries d’estudi
neuropsicologic que han aportat resultats valuosos i forca coherents respecte a la
neurotoxicitat del Mn. Aixi, s’han pogut detectar tant alteracions motores com

cognitives (Iregren, 1999).
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Alguns autors indiquen que la toxicitat del Mn podria no ser clinicament
evident fins alguns anys després de 1’exposicido (Davis 1 cols, 1998). Tanmateix,
altres autors (Mergler i Baldwin, 1997) afirmen que és possible detectar els primers
signes de disfunci6 neurotoxica associada a I’exposicié a Mn tant ocupacional com

ambiental (figura 1.7).

Figura I.7. Progressio dels canvis neurofuncionals associats a I’exposicio a

manganes.

::> INCREMENT DE LA DOS| ABSORBIDA I]EII::>

PRIMERS CANVIS SIGNES MANIFESTACIONS
NEUROFUNCIONALS :> NEUROLOGICS :> NEUROLOGIQUES
ALS GRUPS SUBCLINICS EN I PSIQUIATRIQUES
EXPOSATS INDIVIDUS DEL
MANGANISME

|:> INCREMENT DE LA FREQUENCIA | SEVERITAT DELS SIGNES | SIMPTOMES ﬂl]l:>

Degut a ’interés per coneixer la toxicitat a baixos nivells d’exposicié a Mn,
varis grups d’investigadors (Siegl i Bergert, 1982; Roels i cols, 1987; Iregren, 1990;
Huan i Huang, 1991; Wennberg i cols, 1991; Roels i cols, 1992; Mergler i cols,
1994; Lucchini 1 cols, 1995; Sjogren 1 cols, 1996) han fet servir tests
neuroconductuals sensibles per estudiar treballadors exposats a baixos nivells de Mn,
aparentment lliures de malaltia. Existeix una bona consisténcia en els resultats.
L’activitat motora i la memoria estarien afectades per 1’exposicié a nivells prou
baixos com per no causar toxicitat clinicament evident. L’alteraci6 més consistent
trobada en els estudis va ser una funcidé empitjorada en les tasques que requerien
moviments coordinats, seqiiencials o alternats a una velocitat rapida. Aquests signes
sembla que liderarien el principi de la toxicitat del sistema piramidal. Iregren (1994)

va suggerir que I’habilitat per repetir moviments simples podria ser particularment
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sensible a 1’exposicidé a Mn, i concloure que els efectes del Mn sobre el SNC serien
principalment una interferéncia en la iniciacid6 del moviment. Altres autors
(Barrington i cols, 1998) han fet servir proves de personalitat per valorar la

neurotoxicitat del Mn pero sense resultats concloents.

Per altra banda, sembla que existeixen diferéncies entre sexes en quant a la
vulnerabilitat pels efectes toxics del Mn, essent els homes els més sensibles (Mergler
i cols, 1999). En quant a la funcid reproductiva es veu afectada en homes
(impotencia, pérdua de la libido, disminucid de la fertilitat), perd no ha estat prou
investigada en dones (Frumkin i Solomon, 1997; Davis i cols, 1998; Davis, 1999;

Toxicological Profiles of Manganese, ATSDR, 2000).

Algunes investigacions han suggerit també 1’associaci6 d’una conducta

agressiva amb 1’exposicié a Mn (Gottschalk i cols, 1991).

A part de les proves neurologiques i neuropsicologiques, s’ha intentat buscar
marcadors/biomarcadors que puguin permetre valorar I’exposicié a Mn i la possible
afectacid (p.ex. Manzo i cols, 2001). Fins i tot, s’ha parlat de la mesura de 1’esmalt
dental per valorar I’exposicié a Mn (Ericson 1 cols, 2001), a més del tipic index dels
nivells en sang (Lucchini i cols, 2000b). Les baixes concentracions de Mn a la sang
no poden ser garantia d’abséncia de nivells significatius a SN. Els nivells fecals,
reflecteixen primariament el Mn no absorbit de la dieta; aixi que no pot ser un
marcador de la carrega al cos. La sang, la femta i 1’orina no reflecteixen les
concentracions de Mn al SNC, mentre que el cabell no ha estat validat com a
biomarcador (Newland, 1999).

Caracteristic del Mn és el dany al globus pal.lid. Aquesta regidé conté
neurones dopaminergiques i receptors de dopamina (Da) (Verity, 1999). D’aqui que
s’hagi comencat a utilitzar també com a indicador d’exposicido al Mn el que s’ha
arribat a anomenar fins i tot “Index del pal.lid”, que és la visualitzacié per IRM de
I’acumulacié de Mn al globus pal.lid i/o als ganglis basals en general (Butterworth i

cols, 1995; Misselwitz i cols, 1995; Pal i cols, 1999; Lucchini i cols, 2000b).
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2.7.1.2.1. Mn i Malaltia de Parkinson (MP).

Alguns investigadors (Landrigan i cols, 1993) parlen de que les exposicions a
altes dosis de Mn poden produir MP, pero tot i que hi ha un interés en la possible
exposicid6 a pesticides 1 a altres toxines com a causants de malalties
neurodegeneratives en humans (Giasson i Lee, 2000), i que en alguns casos de MP
s’ha trobat concentracions elevades en sang de Mn (Durdn i Chacén, 2001), cal
distingir clarament la MP idiopatica, de la tipica malaltia neurotoxica produida pel
Mn o “manganisme”. A diferéncia de la MP, el manganisme també produeix
distonia, un signe neuroldgic associat amb el dany al globus pal.lid (Calne 1 cols,

1994; Aschner i cols, 2001) (figura 1.8).

Figura 1.8. Postura distonica en la marxa (Inoue i Makita, 1996).
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En el manganisme, a diferéncia de la MP, s’acostuma a trobar:

1- Un tremolor en repds menys freqiient.

2- Distonia més freqiient.

3- Una propensio particular a caure cap enrera.

4- Fracas per arribar a una resposta terapeutica mantinguda a la levodopa.

5- Fracas en detectar una reducci6 de la captacid de la flurodopa mitjancant PET
(Tomografia per Emissi6 de Positrons).

6- Preservaci6 del circuit dopamineérgic nigro-estriat (Aschner i cols, 2001).

Aixi, la MP, el parkinsonime vascular, el parkinsonisme postencefalic i el
parkinsonisme toxic han d’ésser diferenciats. Els simptomes desenvolupats en
I’enverinament o toxicitat per Mn freqlientment son bastant semblants als de la MP,
perd 1’avaluacié neurologica detallada revelara la diferent simptomatologia en la

toxicitat del Mn (Inoue 1 Makita, 1996).

2.7.2. Toxicologia del Mn en animals d’experimentacio: efectes sobre el

comportament.

Els estudis de neurotoxicitat del Mn conduits en poblacions humanes, tenen
avantatges perque es duen a terme en la poblacié que realment preocupa, pero també
comporten moltes desavantatges encara i quan els protocols siguin sofisticats. En els
estudis epidemiologics, les relacions causa-efecte o dosi-efecte no poden ser
identificades. El control experimental sobre 1’exposicié és requerit per identificar

clarament relacions entre la dosi i ’efecte del Mn.

La neurotoxicitat del Mn s’associa amb la seva aparicié en estructures dels
ganglis basals, especialment al globus pal.lid. El1 Mn també apareix a la glandula
pituitaria, tot i que les conseqiiéncies funcionals no es coneixen (Newland, 1999),
encara que alguns autors destaquen la falta d’acord existent sobre les arees
especifiques del cervell en les que el Mn es concentra (Fechter, 1999).

En rosegadors, ’acumulacié de Mn s’ha relacionat amb les alteracions en la

funci6 1 concentracid6 dels neurotransmissors (Newland, 1999). Les dades
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experimentals d’animals i humans indiquen que el Mn té efectes neurotoxics, alterant
el sistema dopaminergic (St-Pierre 1 cols, 2001). Tanmateix, les investigacions dels
efectes conductuals en aquestes especies, les quals acostumen a relacionar 1’activitat

motora, han esdevingut en resultats menys consistents.

El NOAEL (No-Observed-Adverse-Effects-Level, o Nivell on no s’observen
efectes adversos) no ha estat identificat amb el Mn amb estudis animals (Newland,

1999).

Els estudis en rosegadors i primats donen resultats diferents. Tot 1 que els
rosegadors han mostrat alteracions neuroquimiques després d’exposicid a Mn per
ruta inhalada i no inhalada, mostren menys efectes conductuals als mateixos nivells
d’exposicid. S’ha suggerit que les diferéncies en la probabilitat d’exhibir alteracions
conductuals entre primats i rosegadors podrien estar relacionades amb que els
rosegadors no tenen pigmentada la substancia negra, a diferéncia dels primats 1
també dels humans (Davis, 1998). La substancia negra és una regio del cervell amb
una captacid6 de Mn relativament alta, degut segurament a la seva elevada

concentracid de melanina.

La pérdua de neurones i gliosis al globus pal.lid son el segell del manganisme
en humans i del manganisme experimental en primats (Verity, 1999). Els rosegadors,
mostrarien alteracions neuroquimiques després d’exposicid a Mn, tot i que esta en
qiiestio la seva sensibilitat per la valoracié conductual (Davis, 1999). El tema de si la
rata és indicada com a model de toxicologia comportamental del Mn es manté obert.
Altres especies que també s’han considerat per 1’estudi de la toxicologia del Mn son
ratolins, micos i, de vegades, coloms.

Els efectes conductuals dels productes quimics en ratolins han estat bastant
descrits, tot 1 que no tant com en rates, ni existeixen masses dades dels efectes toxics
del Mn en ratolins. Pero, donat el relatiu petit cost de treballar amb ratolins, segons
McMillan (1999) haurien de ser considerats per estudis de toxicitat conductual del
Mn. Els ratolins i1 les rates podrien ser ambdos models valids per testar
neurotoxicitat, tot i que existeixen diferéncies entre ells. D’aqui la importancia

d’avaluar la toxicitat en ambdds especies. Per exemple, alguns investigadors (Henry-
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Sam 1 Iszard, 2001) han trobat que els ratolins son més sensibles que les rates als

efectes del Mn sobre la reproduccio.

2.7.2.1. En el desenvolupament.

En els tltims anys, s’han incrementat els estudis de la toxicitat prenatal del
Mn en animals de laboratori, degut a la preocupacid creixent envers la toxicitat
d’aquest metall i la coneguda vulnerabilitat dels fetus, neonats i individus en
desenvolupament a 1’efecte dels toxics, 1 sobretot, degut a la sensibilitat
incrementada del SNC durant el seu desenvolupament. Només uns quants
experiments han examinat els efectes de 1’exposicié prenatal i perinatal al Mn. Les
dades son controvertides, i els estudis conductuals escassos 1 poc informatius (Pappas
i cols, 1997; Pappas, 2000).

S’ha demostrat, en rosegadors, que el Mn pot travessar la barrera
hematoencefalica, acumular-se al fetus, 1 causar toxicitat materna 1 del
desenvolupament (Sanchez i cols, 1993; Aschner i Gannon, 1994; Colomina i cols,
1996b). Segons alguns autors (Grant i Ege, 1995), el Mn és clarament teratogénic per
la rata quan s’administra de manera repetida per via intravenosa durant
I’organogénesi (del dia 6 al 15 de gestacio), perd no s’han trobat el mateixos efectes
quan ¢és administrat de manera oral a dosis molt altes, probablement degut a la
limitada absorci6 gastrointestinal del Mn, i el seu altament eficient primer pas de
recaptacio pel fetge, reduint aixi la biodisponibilitat al fetus. Els efectes adversos
descrits van ser anormalitats esqueletiques, concretament irregularitats a les costelles

(Grant 1 Ege, 1995; Grant i Hustvedt, 1998).

Existeix una amplia evidéncia que indica que els neonats son més
susceptibles que els adults a molts neurotoxics. Les rates neonatals tindrien un risc
incrementat per la toxicitat induida pel Mn degut a la seva habilitat per acumular Mn
al cervell (Aschner i cols, 2001). El resultat d’aquestes altes concentracions de Mn al
cervell podrien tenir importants conseqiiéncies funcionals. S’ha demostrat una
activitat motora neonatal deprimida seguida d’una exposicid prenatal a Mn per

inhalacio (Corbella i Domingo, 1996).
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També s’ha demostrat en animals de laboratori, ratolins en aquest cas, que
I’exposicié a Mn (oral) pot causar una disminucio en les taxes d’embaras i altres
parametres reproductius com la mitjana del pes dels fetus i el nombre de fetus per
ventrada (Iszard i1 cols, 2001), aixi com un retard en el reflex d’adregament o
“righting reflex” de les cries de mares exposades (Ali i cols, 1983). L.’administracio
de Mn postnatal a ratolins, alletats per mares exposades a partir del segon dia de
vida, mostraven un increment de I’activitat motora mesurada als dies postnatals 60 i
90 (Lown i cols, 1984). També s’ha vist en rates exposades prenatalment a Mn una
disminuci6 de les concentracions de Da i de I’activitat de la tirosin-hidroxilasa i un
increment de I’activitat de la MAO (Mono-Amino-Oxidassa) a I’hipotalem (Mailman
1 cols, 1996).

Altres investigadors han observat en rates exposades a Mn des de la
concepcio fins el dia 30 postnatal, els nivells de monoamines al cervell i I’activitat de
la colin-acetiltransferassa afectats, tot i que no s’han pogut replicar aquestos resultats
(Pappas i cols, 1997; Pappas, 2000). En aquests estudis es van observar anormalitats
fisiques pero, es va trobar una disminucié del gruix del cortex i una marcada
hiperactivitat al dia 17 postnatal, explicats per la possible hipofuncié dopaminérgica.

Aixi, ha estat descrit (Davis i cols, 1998) que I’exposicio prenatal a Mn en
rosegadors podria deprimir I’activitat neuroconductual en animals neonats, amb una
possible intensificacid d’aquesta depressido si es continua amb una exposicid
postnatal de les cries. S’ha demostrat que hi ha alteracions en els nivells de Da en
rates i ratolins exposats a Mn durant el desenvolupament postnatal primerenc per
diferents vies d’exposicid (Davis i cols, 1998; Dorman i cols, 2000). Es pot afirmar
que la majoria dels experiments suggereixen que els neonats es trobarien amb un risc
incrementat a la neurotoxicitat induida pel Mn comparat amb subjectes adults, tot i

que els mecanismes de neurotoxicitat i els efectes concrets no estan tan clars.

2.7.2.2. En adults.

El sistema respiratori no regula I’input de Mn, i d’aquesta manera el Mn pot
acumular-se; al contrari que a la dieta, en que més alts nivells de Mn poden ser
regulats de manera eficient (Newland, 1999). Quan el Mn s’administra a 1’aigua de

beguda les dosis acumulatives en les quals els efectes adversos poden aparcixer estan
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entre 1000 i 5000 mg/kg, amb un estudi que arriba fins a 27.000 mg/kg (Newland,
1999).

S’ha vist en rates, que la ruta olfactoria seria una via significativa per la qual
el Mn guanyaria accés al cervell. Alguns estudis conclouen que les neurones
olfactories, mitjangant el transport axonal retrograd, oferirien un cami amb
considerable capacitat per transportar Mn al cervell (Henriksson i cols, 1999), i que
el bulb olfactori de la rata acumularia més que altres regions cerebrals d’inhalacio
(Vitarella i cols, 2000). La rellevancia d’aquestes troballes respecte 1’exposicid
inhalada humana i els riscos per la neurotoxicitat no és coneguda, i és complicada per
les diferéncies interespécies en l’anatomia i fisiologia nasal 1 cerebral. El bulb
olfactori 1 la mucosa nasal olfactoria serien estructures proporcionalment més petites
en humans, suggerint que aquesta ruta d’accés al cervell seria menys important en
humans comparat amb les rates (Aschner i cols, 2001).

Segons alguns experiments el plexe coroide sembla filtrar el Mn (administrat
intraperitonialment), cap al liquid cefalorraquidi (LCR) 1 SNC, a dosis altes de Mn
pero no sembla fer el cami invers 1 sortir del SNC (Aposhian, 1999). Hi ha variables
que augmenten 1’absorcié de Mn al cervell, com la deficiéncia de Ca, la deficiéncia

de Fe, la malnutrici6 proteica, etc. (Seth i Chandra, 1988; Murphy i cols, 1991).

La neurotoxicitat del Mn és un esdeveniment retardat, requerint un temps
llarg d’exposicid, suggerint que un lent perd persistent alliberament de Mn a llocs
critics pot, almenys en part, ser la rad fonamental de la toxicitat latent (Gianutsos 1

cols, 1997).

Acumulacio de Mn al SNC

* Quan s’injecta de manera intranasal clorur de Mn a rates s’ha demostrat que es
produeix un increment del contingut de Mn al cervell, el qual és temps i dosi
depenent. L’elevacio del contingut de Mn a I’estriat, una de les suposades dianes
de la toxicitat del Mn, es dona només quan les injeccions intranasals son
repetides (Giantusos 1 cols, 1997). En rates, és on s’han fet més estudis
d’exposicié experimental a Mn. Segons els autors, s’han trobat increments

significatius de Mn:
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Als ganglis basals, cortex, cerebel i fetge, comparat amb rates
control (Calabresi i cols, 2001).
Increments a D’estriat, cerebel 1 cervell en rates exposades a altes
dosis de Mn (Dorman i cols, 2000).
Concentracions de Mn més altes respecte del grup control al
putamen, cerebel, cortex frontal 1 globus pal.lid; on el globus
pal.lid tenia I’increment més alt de Mn al cervell, seguit del
putamen i del cortex frontal (St-Pierre i cols, 2001).
Nivells de Mn incrementats en 1’estriat, hipotalem i hipocamp (Lai
1 cols, 1999).
De manera global, increment de Mn al cervell 1 cerebel (Centonze
i cols, 2001).
= L 0s de técniques d’IRM ha revelat, que de manera similar als humans, els micos
macacs als quals se’ls hi ha administrat altes dosis de Mn, presenten elevades
concentracions d’aquest element al cervell localitzades a 1’estriat, globus pal.lid i
substancia negra (Aschner i cols, 2001).
*= En coloms exposats a Mn per inhalacid, es va trobar que les concentracions del
metall al cervell, a més de pulmo i os, eren significativament més altes respecte a

les trobades en animals control (Sierra i cols, 1998).

Alteracions funcionals

* En micos rhesus exposats a clorur de Mn per un periode de 18 mesos es van
observar moviments de tipus cor¢ic, rigidesa, i tremolors fins a les mans; i tamb¢
una degeneraci6 neuronal estesa i una proliferacié neurologica (Seth i Chandra,
1988).

= Estudis en conills exposats a Mn per via respiratoria mostraven degeneracid
neuronal al cortex cerebral i cerebelar, nucli caudat, putamen i substancia negra.
Aquestes alteracions estaven associades amb la proliferacié de la neuroglia en

aquestes regions (Chandra, 1972).
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Alteracions a nivell cel.lular

En rates, el tractament cronic amb Mn altera la distribucid regional de Mn al
cervell i aquesta alteraci6 de la distribucié de Mn també comporta uns canvis regio-
especifics d’altres elements. També indueix canvis diferencials en les distribucions
subcel.lulars de metalls 1 electrolits 1 introdueix increments en 1’acumulacié de Mn al
nucli, mitocondris 1 sinaptosomes. Els mitocondris del cervell serien la diana
subcel.lular de la toxicitat del Mn. Si els mitocondris del cervell constitueixen una
important diana subcel.lular per la toxicitat del Mn, llavors I’increment de
I’acumulacié d’aquest element als mitocondris del cervell s’esperara que indueixi
disfuncié mitocondrial (Lai 1 cols, 1999). L’efecte neurotoxic del Mn sembla ser que
exerciria una inhibicié de la funcidé mitocondrial i I’efecte neurotoxic del Mn a baixes
concentracions podria estar mediatitzat per I’increment de la produccié d’oxid nitric

als astrocits (Spranger i cols, 1998).

Alteracions a nivell de neurotransmissors

El que sembla clar és que la neurotoxicitat del Mn és deguda a les alteracions
en el sistema de neurotransmissio, suggerint alteracions en les funcions
dopaminérgica, serotonérgica, colinergica i gabaeérgica (Seth i Chandra, 1984). S’ha
descrit un increment de I’activitat de la MAO en el cervell d’animals adults i en
desenvolupament exposats a Mn (Seth i Chandra, 1988). També¢ s’ha relacionat amb
alteracions al sistema del glutamat, concloent que existiria una transmissio
glutamaérgica alterada a I’estriat en rates intoxicades cronicament (Centonze i cols,
2001).

En rates, I’administracio intracranial de Mn (Mn Cl,), s’ha vist que causa una
reducci6 de la Da al nucli caudat i putamen. En ratolins, ’administracié addicional
de Mn (Mn Cl,) en la dieta, provoca una reduccié de les concentracions de Da al
cervell a la vegada que eleva les concentracions de GABA a I’estriat i substancia
negra (Giantusos 1 Murray, 1982). Aixi, en general, els experiments en rosegadors
intoxicats amb Mn, mostren una disminucié de Da al cervell i un augment de GABA

a I’estriat (Seth i Chandra, 1988; Newland, 1999).
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Segons Cuesta i cols (1995) la toxicitat cronica per Mn pot produir una
hiperactivitat inicial del sistema dopaminérgic central, seguida d’hipoactivitat.
Similarment, una alteraci6 bioquimica bifassica podria també ser responsable del
curs clinic de la intoxicacié en humans. Més especificament, en un experiment portat
a terme amb ratolins intoxicats per Mn es va trobar una disminuci6 del control de
I’alliberaci6 de la Da exercida pels autorreceptors presinaptics en les primeres etapes
de I’enverinament per Mn (Cuesta i cols, 1995).

La Da esta relacionada amb el moviment motor. Existeixen varis experiments
que han valorat I’activitat motora en animals intoxicats per Mn (Seth i Chandra,
1988; Ingersoll i cols, 1995; St-Pierre i cols, 2001).

La toxicitat del Mn ha estat associada amb una disfuncié motora i es sabut
que el cerebel controla la funcié motora i la coordinacié. EI Mn podria exercir els
seus efectes modificant la bioquimica del cerebel, perd existeix poca informacid

descrivint els efectes del Mn en la neuroquimica del cerebel (Lipe i cols, 1999).

Efectes conductuals

S’ha trobat que, després de 1’administracié intracranial de Mn CI; en rates,
’activitat motora espontania disminuia significativa 1 rapidament (Aposhian i cols,
1999). Aixo0, contrasta amb altres estudis en que es va administrar Mn per altres vies:
oral, i.p., intracranial o inhalat, on I’activitat motora tardava setmanes o mesos en
disminuir, si és que ho feia (Aposhian i cols, 1999).

També s’ha descrit en rates sedacid, letargia, esquena corbada i piloereccio, a
més d’una disminucié de I’activitat motora espontania (Inoue i cols, 1975). Altres
investigadors han descrit una disminucié en 1’activitat motora de rates (Ingersoll i
cols, 1995) 1 en ratolins (Cano i cols, 1996) després de 1I’administracié de Mn. En
algun estudi no s’han trobat diferéncies en I’activitat motora de les rates exposades a
Mn (Dorman i cols, 2000), mentre que en altres les rates exposades eren
significativament més actives (Calabresi i cols, 2001).

De fet, sembla ser que en primera instancia es produiria un increment de
I’activitat motora, hiperactivitat que aniria seguida si el tractament continua, per
hipoactivitat motora (Bonilla, 1984; Nachtman i cols, 1986). Tal com ja descriuen

Eriksson i cols (1987) en micos intoxicats amb Mn els animals esdevenien
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hiperactius després d’aproximadament 2 mesos de tractament; perd després de 5
mesos els animals van esdevenir hipoactius amb marxa inestable i tremolor en accio.

També s’ha descrit un deficit en I"habituacid dels rosegadors en la prova del “camp
obert” o “open-field” quan es mesuraven els “aixecaments” o “rearings” en rates
(Calabresi 1 cols, 2001) i ratolins (Morganti i cols, 1985). Els ratolins exposats
mostraven un increment dels aixecaments al camp obert respecte al grup control. En
la prova del camp obert també s’ha trobat un increment en la defecacio de les rates

tractades amb Mn respecte a les del grup control (Calabresi i cols, 2001).

Tot 1 amb totes aquestes troballes en quant a diferéncies de conducta en rates
intoxicades amb Mn, no hi ha estudis en rates adultes o neonats que confirmin el
desenvolupament d’un sindrome conductual comparable al que s’ha vist en humans i

micos intoxicats per Mn (Aschner i cols, 2001).

Efectes en la fertilitat

No s’ha portat a terme massa recerca sobre la fertilitat dels animals exposats a
Mn, tot 1 que si s’ha descrit que ratolins mascles exposats a una dieta amb un elevat
contingut de Mn mostren una disminucié del tamany dels testicles, vesicules
seminals i glandules del prepuci; tot aixo fins i tot sense signes neurologics com
tremolor i ataxia (Gray i Laskey, 1980). En rates, s’ha trobat una disminuci6 de la
fertilitat en les femelles 1 en els nivells de testosterona en sérum dels mascles

(Laskey i cols, 1982).

Pes corporal

El que si s’ha descrit per varis autors (p.ex. Lipe i cols, 1999) i és forca
curios, és una disminucié dosi-dependent del pes corporal dels animals exposats a
Mn. En aquest sentit s’hauria de valorar si existeix una disregulaci6 del metabolisme,

o bé si hi ha una disminuci6 de la ingesta.
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Quelants

Tot 1 que alguns autors (Sanchez i cols, 1995) han trobat que el quelant
CDTA (acid ciclohexadiaminotetraacetic) mobilitzaria el Mn, no s’ha valorat els seus
possibles efectes beneficiosos sobre la simptomatologia neurotoxica. Sembla ser que
les anomalies neuroldgiques en humans no han millorat, almenys fins el moment, al

tractament amb agents quelants (Adams i cols, 1997).
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3. L’estres.

3.1. Generalitats.

El concepte d’estrés pateix d’una falta de definicio clara i acceptada pels
propis especialistes. Podem trobar fins a cinc tipus de definicions d’estrés, segons
aquest es consideri com: una condicié ambiental, una apreciaci6 personal, respostes a
certes condicions ambientals, relacié de desequilibri o una conseqiiéncia nociva
concreta patologica (Fernandez 1 Edo, 1998).

Hans Selye (1907-1982) va introduir el concepte d’estrés 1 va contribuir a
I’establiment de la moderna endocrinologia. Selye va observar que els pacients d’un
hospital que patien diferents malalties, sovint exhibien signes i simptomes similars
(Selye, 1955; Bertok, 1998). Abans, també havia observat que tots els animals d’un
mateix experiment desenvolupaven ulceres d’estomac 1 d’altres simptomes
inespecifics, inclosos els animals del grup control, i va arribar a la conclusio que aixo
era degut a les manipulacions experimentals a les que estaven sotmesos sorgint aixi
el concepte de “resposta d’estres” (Sapolsky, 1995). Segons Selye (1955), el terme
“estres” defineix un estat o situacidé del cos produit per diversos agents nocius, i
manifestat per un sindrome de canvis que donen a coneixer la presencia de I’estres al
cos. A aquests canvis Selye els va denominar “Sindrome General d’Adaptacio”, i es
produeixen en 3 fases:

1. Reaccié d’alarma: va incloure en aquesta fase la hipertrofia de 1’escorca
suprarrenal, atrofia dels organs limfatics 1 Ulceres sagnants a 1’estdmac i1 duode.
Més a més, el sistema nervids simpatic (SNS) i la medul.la suprarrenal
augmenten la seva activitat.

2. Fase de resistéencia o adaptacidé: en aquesta fase, ’escorca i la medul.la
suprarrenal retornen al seu ritme normal de secrecid hormonal. Els canvis
produits durant la fase d’alarma com a conseqiiéncia de 1’augment de secrecid de
corticoides desapareixen durant aquesta fase.

3. Fase d’esgotament: aquesta ultima fase només apareix quan 1’estrés és molt greu
o es perllonga durant llargs periodes de temps. La secrecido de corticoides i
I’adaptaci6 acaben per disminuir notablement.

(Selye, 1936; Valdés i De Flores, 1986).
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Altres definicions més recents d’estres son:

= [’estreés €és una resposta altament individualitzada d’un organisme davant d’una
série de reptes externs i interns, que 1’individu no pot controlar o ho fa només
amb una major o menor dificultat (Vogel, 1993).

= L’estrés és una amenaca percebuda cap a ’homeostasi 1 un estimul que causa
increment en [’activitat autdnoma i/o secrecid hormonal (particularment
hormones com cortisol i1 prolactina). El terme estrés “percebut” emfatitza que
cada individu pot reaccionar de forma diferent a un esdeveniment o situacio,

depenent de ’estat fisic 1 de les experiéncies anteriors (McEwen, 1994a).

3.2. L’estrés com a resposta fisiologica.

Des del punt de vista fisiologic, I’estrés ¢és una resposta altament
individualitzada a un repte extern o intern. L’estres altera el sistema nervios vegetatiu
(SNV) provocant un desequilibri a favor del sistema nervidés simpatic (SNS), i en
aquestes situacions també s’observa una modificacidé en 1’alliberaci6 de

glicocorticoides.

Els glicocorticoides son necessaris perque el nostre organisme respongui
d’una forma eficag a I’estres, perd I’excés d’aquests d’una manera mantinguda pot
ser perjudicial per a I’individu (McEwen, 1994b; Sapolsky, 1994a; Stout i Nemeroff,
1994). En qualsevol cas, la resposta a I’estrés sera una resposta programada per:
caracteristiques genétiques, constitucionals o adquirides, i constantment modulada
per factors ambientals (Valdés i De Flores, 1986).

Existeix considerable evidéncia que mostra que la resposta de 1’eix HPA
(hipotalem-hipofisi-adrenal), es redueix progressivament després d’exposicions
repetides al mateix estressor. L’habituacié dependria de multiples factors: la
intensitat de 1’estres, 1’interval de temps interseccid, o la variabilitat interindividual
(Lachuer i cols, 1994).

L’estrés, biologica i1 evolutivament, €s una resposta fisiologica que es
produeix de forma puntual —estrés agut-, perd en 1’actualitat, la majoria de les

situacions que ens provoquen estrés son d’origen social o psicologic (relacions
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personals, promocio en el treball...). Aixi, activen d’una forma permanent —estres
cronic- aquest sistema 1 aix0 augmenta la vulnerabilitat del subjecte a desenvolupar

patologies.

Els glicocorticoides poden ser tant un risc afegit com un factor protector,
depenent dels nivells i1 la durada. Tant el deficit com I’excés d’aquestes hormones pot
engegar mecanismes que facilitin la instauraci6 de patologies tant a nivell general

com especificament a nivell del SNC.

Els glicocorticoides, juntament amb els mineralcorticoides son les principals
hormones segregades per la glandula suprarrenal (cortex suprarrenal). La secrecié de
glicocorticoides es dona des de les zones fasciculades i reticulars del cortex
suprarrenal, i depén de la secrecid d’ACTH (hormona adrenocorticotropa) des de la
hipofisi, que al seu torn és regulada per 1’alliberaci6 de CRH (factor alliberador
d’hormona adrenocorticotropa) des de I’hipotalem (nucli paraventricular APV). La
secrecio d’aquests factors segueix un ritme circadiari ben desenvolupat després dels
primers anys de vida (Nelson i cols, 1980), i el seu patré d’alliberament pot estar
modulat per diverses variables com per exemple 1’exposicié prévia a situacions
estressants (Curtis 1 cols, 1995), estres fisic o psicologic, I’exercici (Del Corral 1 cols,
1994), o els nivells de glucosa (Dallman i cols, 1994); aixi, el dejuni també tindria un

efecte inhibidor sobre la secrecio del cortisol en determinades situacions.

A més, aquest sistema té un mecanisme d’autorregulacié de 1’alliberacid
anomenat retroalimentacio negativa (feedback negatiu), que s’exerceix principalment
a nivell hipotalamic a través dels dos subtipus principals de receptors pels
glicocorticoides: els receptors mineralcorticoides (MR o subtipus I) i els receptors
glicocorticoides (GR o subtipus II), els receptors MR tenen una alta afinitat tant pels
glicocorticoides com pels mineralcorticoides. Exerceixen efectes de tipus excitador,
sent els responsables dels efectes tonics d’aquestes substancies, mentre que els
receptors GR tenen una baixa afinitat tant pels mineralcorticoides com per als
glicocorticoides, de tal manera que només soén ocupats a altes concentracions de
glicocorticoides, i els seus efectes son de tipus inhibitori (efectes fasics). L ocupacio
d’aquests a l'hipotalem i a altres estructures centrals provoca la inhibicio de

I’alliberaci6 de CRH per part de 1’hipotalem, i per tant, la disminucié en ACTH i en
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glicocorticoides (McEwen, 1994b) (figura I. 9). Per altra part, I’hipotalem és una
estructura que rep “inputs” de practicament totes les estructures del cervell i de la
periferia. Els receptors de tipus II 6 GR semblen tenir el rol més important en la
regulacié de Destrés fisiologic, i també serien els més afectats per les experiéncies

primerenques (Gunnar i Barr, 1998).

control neural del balang
energeétic

estrés cronic

nodrit dejuni

Figura I. 9. Esquema de I’alliberacio del cortisol

El cortisol és el principal glicocorticoide que secreten els humans i altres
primats, mentre que en rosegadors aquest practicament no existeix, trobant-se en el

seu lloc la corticosterona. En linies generals podem considerar-los com les hormones
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de I’estres, que permeten a I’organisme respostes rapides, eficaces i adaptatives. Els
seus efectes generals son:

° Augment dels nivells de glucosa a la sang mitjangant:

° laconversio6 de proteines en carbohidrats

o

el trencament del glucogen

o

reduccid de la glucogenogenesi

° augment de la lipdlisi

°  Immunossupressors

°  Antiinflamatoris

Els efectes sobre el SNC es donen principalment sobre I’hipotalem,
I’hipocamp, 1’amigdala, el cortex prefrontal i el tronc del cervell. En general, es pot
dir que:

° Introdueixen una resposta periferica al cervell.

°  Controlen a llarg termini I’excitabilitat d’alguns grups neurals.

®  Modulen les funcions cognitives durant 1’estres.

A nivell cel.lular, podem observar canvis rapids (supressio o excitacid) o lents
(a llarg termini), modificant la resposta a neurotransmissors o les propietats de

membrana (Joels, 1997).

3.2.1. Diferéncies individuals en la resposta a ’estres.

Els organismes, difereixen en la seva vulnerabilitat a I’estrés en resposta a
estressors fisics 1 sobretot psicologics. Hi ha una variabilitat interindividual més gran
en la magnitud 1 qualitat de les respostes als estressors psicologics. En els estressors
psicologics, €és acceptat que en realitat la interpretacié d’un estimul com a nociu o
perillos és el que determina la resposta d’estres, i no necessariament 1’estimul en si.
L’estrés psicologic és un procés que depen de 1’avaluacid cognitiva que cada
individu fa de la situacio, a més de la seva capacitat d’habituaci6. Situacions
d’amenaga son percebudes i1 avaluades de diferent forma pels individus, 1 les seves

respostes presenten igualment notables diferéncies (Buendia, 1993). Les respostes al
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repte son individualitzades, i1 existiran per tant diferéncies individuals tant en les
respostes endocrines com autonomiques (McEwen, 1994a).

Alguns investigadors han posat émfasi al rol de la genética, 1 altres a les
diferents experiéncies perinatals en 1’augment de les diferéncies en la resposta de
I’adult a I’estrés (Sapolsky, 1994b). La resposta de 1’hipotalem a qualsevol estrés
depen no només de D’estressor especific, sind també de la duracido del patro
d’estimulaci6, factors constitucionals, experiéncies preévies, ’edat 1 sexe de
I’individu, experiéncies perinatals i posicid o no de dominancia dins d’un grup social
(Lightman, 1994). Aixi, existeixen tamb¢é autors que han estudiat els trets de
personalitat com a moduladors de la resposta cardiovascular a I’estrés (Al’Absi 1

cols, 2000).

L’estrés és una resposta altament individualitzada, la qual esta determinada
per factors genétics i ambientals, i que fa les generalitzacions forga dificils. Un
organisme sa pot suportar 1’estrés per un cert temps sense experimentar trastorns
significatius. Tanmateix, si existeix vulnerabilitat en algun organ, llavors 1’estrés pot

causar canvis patologics en aquest (Vogel, 1993).

3.2.2. Models d’estrés en animals d’experimentacio.

Els animals poden ser sotmesos a diferents tipus d’estressors, en els quals
predominaran segons el tipus, D’estrés fisic (calor, injeccions...), psicologic
(aillament), o mixt (immobilitzaci6é o “restraint”) (Chernoff i cols, 1988; Kimmel i
cols, 1993; Murata i cols, 1993; Rasco i Hood, 1994, 1995; Domingo i cols, 1995;
Miller i Chernoff, 1995; Grandin, 1997). També és pot estudiar 1’estrés provocant de
forma quimica 1’augment de glucocorticoides, com per exemple mitjangant
I’administracio de corticosterona (Magarifios i McEwen, 1995). Aix0 permet estudiar

de forma aillada un dels sistemes involucrats en la resposta a ’estres.

3.2.2.1. Administracio d’hidrocortisona.

Els efectes de [IDestrées estan principalment relacionats amb els

glucocorticoides. L’ hidrocortisona administrada en animals d’experimentacio es pot
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fer servir com a substitut de condicions estressants, reduint aixi els efectes
indesitjables d’altres condicions d’estrés fisic. Per altra part, estan descrites i es
coneixen les dosis d’hidrocortisona que substitueixen a situacions d’estres lleuger-

moderat (Magarifios i McEwen, 1995).

3.2.2.2. Estrés per immobilitzacio (“restraint”).

Un dels models més coneguts i utilitzats com inductor d’estrés en animals és
la immobilitzacid. Aquest model s’utilitza a 1’actualitat perd té una llarga historia.
Aixi, Selye al 1936 ja va realitzar un treball sobre la influéncia de I’estreés per
immobilitzacié en animals de laboratori. L’estrés per immobilitzacid o “restraint”, és
un model molt utilitzat per ser un estressor facilment controlable que es considera un
model mixt d’estrés fisic moderat i psicologic. S’ha utilitzat en moltes arees de la
biologia per avaluar la base dels canvis fisiologics associats a I’estrés (Marcilhac i
Siaud, 1996; Colomina i cols, 1997, 2000; Alonso i cols, 2000).

En els Gltims anys s’ha utilitzat per avaluar els efectes de 1’estrés sobre el
SNC i més concretament els seus efectes en 1’aprenentatge i la memoria (p.ex. Luine

1 cols, 1994, 1996; Szuran i cols, 1994).

3.2.2.3. Estrés per soroll.

Esta ampliament acceptat que el soroll pot ser un estressor que causa canvis
en les funcions biologiques. S’ha descrit que pot provocar modificacions endocrines
tal com provoquen altres models d’estrés (Paparelli i cols, 1992; Soldani i cols, 1997;
Salvetti 1 cols, 2000). El soroll es considera generalment com un factor estressant
ambiental que les persones troben en el dia a dia (Gesi 1 cols, 1999) i, és un model
d’estrés que és facilment aplicable a I’experimentacid en animals. A la vegada, és
forca interessant el seu estudi degut a I’increment en les societats industrialitzades
d’aquest factor, on les persones es poden trobar exposades no només en el lloc de
treball, sind també en el seu ambient familiar 1 de lleure. Aixi, molts investigadors
han utilitzat el soroll com a model d’estrés en els seus estudis, com un model

d’estimulaci6 cronica de 1’eix HPA (Alario i cols, 1987; Stam i cols, 1999). També
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s’ha utilitzat per avaluar els efectes de 1’estrés sobre el desenvolupament (Kimmel i
cols, 1976; Nawrot i cols, 1980), 1 la seva interaccié amb altres toxics durant el
desenvolupament (p.ex. Murata i cols, 1993).

Aquests experiments s’han portat a terme utilitzant diferents paradigmes
(diferent tipus de soroll, intensitat, duracid, amb intervals etc.), i fins i tot, alguns
autors han intentat comparar diferents paradigmes de soroll amb possibles

diferéncies en I’efecte estressant de cadascun (Nawrot i cols, 1980).

3.3. Efectes de ’estrés en el desenvolupament.

El desenvolupament del SNC esta determinat per factors genetics i per
I’entorn postnatal, perd també per ’entorn matern durant la gestaci6. En aquest
sentit, s’ha trobat una correlacié altament significativa entre morbilitat infantil i
estres matern (Stott, 1973).

S’han fet estudis en humans utilitzant tests psicologics per determinar els
nivells d’estrés. Els resultats, indiquen que ’ansietat severa podria estar associada
amb un augment en el nombre de parts prematurs, parts amb un menor pes del bebe, i
probablement parts amb altres alteracions de diversa indole. L’ansietat severa esta
també associada amb altres factors afegits a I’estres, els quals influeixen sobre la
gestacid, com soOn [’habit de fumar, una pobra nutricid, o un baix nivell
socioeconomic entre d’altres (Scialli, 1988; Wadhwa i cols, 1993). En contrast amb
els resultats d’estudis epidemiologics, les investigacions amb animals de laboratori
aporten dades més concretes encara que més controvertides (Morishina i cols, 1978;
Scialli, 1988).

Durant els ultims anys varis estudis han demostrat alteracions primerenques
en el desenvolupament motor i anormalitats en el comportament de la descendéncia
de mares estressades, amb increment d’emocionalitat en les cries durant la seva
maduresa, respostes alterades davant una situacido novedosa i desordres en el curs
normal de la diferenciacié sexual, perdurables fins la maduresa (Barlow i cols, 1978;

Fride i cols, 1986; Chantal i cols, 1994).

En humans, al naixement i durant el periode neonatal, neonats i lactants,

tenen el sistema adrenocortical altament labil i sensible a 1’estimulacid (Gunnar,
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1998). La investigaci6 en animals mostra clarament que les experiéncies

primerenques “programen” els circuits d’estres del cervell d’una manera que afectara

la posterior competéncia cognitiva, la resposta emocional 1 I’activitat dels sistemes
2

b

fisiologics que orquestren les nostres reaccions a 1’estrés i al repte (Meaney i cols

1994; Gunnar 1 Barr, 1998).

El cortisol, a I’igual que altres hormones, és necessari per un
desenvolupament normal de I’organisme. Els nivells de cortisol regulen la mort
neuronal (apoptosi) i modulen la diferenciacio i creixement neuronal (Koob i cols,
1994; Gunnar i Barr, 1998; King i Edwards, 1999).

Les experiéncies prenatals i postnatals determinen la quantitat de receptors
per a glicocorticoides al cervell (Gunnar, 1998). L’exposicié prenatal a corticoids
indueix una disminuci6 de la neurogénesi al gir dentat de I’hipocamp (Lemaire i cols,
2000), disminueix els nivells de receptors, i per tant augmenta i perllonga la resposta
de I’eix a ’estres. Aixi, s’ha descrit un augment de la por, disminucié de la capacitat
atencional, disminuci6 de la resposta immune i augment de les catecolamines
(Gunnar, 1998). Fins i tot, s’ha suggerit que 1’estrés matern podria tenir efectes a
llarg termini en els sistemes noradrenergic i dopaminérgic de les cries (Schneider i
cols, 1998). En aquest sentit, es va comprovar que 1’estres prenatal en rates produeix
una descendencia que €s hipersensible a estimuls que provoquen ansietat, suggerint
una menor capacitat d’habituacid, mostrant-se més vulnerables a estimuls estressants
(Peters, 1982; Fride 1 cols, 1986).

Alguns investigadors han proposat que les diferéncies que es troben durant la
maduresa de rates prenatalment exposades a estrés respecte rates control, només es
manifestarien si aquestes son enfrontades a situacions que constitueixen una novetat

0 una situacio estressant per 1’animal (Fride i cols, 1986; Szuran i cols, 1991).

Una altra diferéncia que es va observar en rates prenatalment estressades, €s
referent al funcionament cognitiu (McGivern i1 cols, 1986). Es conegut que
I’hipocamp és critic per I’aprenentatge espacial, i que I’estrés produeix un
empitjorament de les tasques espacials relacionades amb I’hipocamp (Lemaire i cols,
2000). Es va veure que I’estrés prenatal disminuia el pes de I’hipocamp en ambdos

sexes (Morris, 1984; Szuran i cols, 1994).
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Chantal i cols (1994), van trobar en rates diferents respostes davant un
estimul, tant en mascles com en femelles prenatalment estressats. Només els mascles
presentaven uns nivells de corticosterona elevats als dies 3 1 21 després de la situacio
novedosa. Aquests nivells perduraven fins als 90 dies. També es va observar una
disminucié dels receptors de corticosteroides I i II de I’hipocamp als dies 21 i 90,
pero no es va trobar quan es va observar al 3er dia de vida.

Altres estudis parlen de que en ambdos sexes, diferents estimuls estressants
com la calor, la immobilitzacio, etc.; alteren el curs normal de la diferenciacié sexual
i també comporten alteracions del comportament sociosexual. Els efectes son més a
llarg termini i1 acostumen a ser desmasculinitzacié 1 feminitzaci6. En molts
rosegadors, 1’estres prenatal va disminuir la freqiiéncia de copulacié i va augmentar
les agressions entre mascles i I’infanticidi. A les femelles, es va produir una alteracio
dels cicles, reducciéo de la sensibilitzacid sexual i reduccié del comportament
agressiu postpart, alteracions en el comportament matern, i reduccio de la fertilitat i

la fecunditat (Vom Saal, 1983; Anderson i cols, 1985).

Una qliestio que esta encara per resoldre és si els efectes de 1’estrés prenatal
son mediats per la reduccié de la ingesta i per la reduccié del guany de pes dels
animals gestants sotmesos a estres. Tampoc esta clar si aquesta reduccié de la ingesta
1 de I’increment de pes deguts a I’estres, estimulen o actuen juntament amb els canvis
hormonals que es donen en el fetus i en les femelles gestants durant situacions

d’estres (Kinsley i Svare, 1986).

S’han observat reduccions agudes en els nivells materns de progesterona i de
gonadotropina en rates i ratolins gestants amb malnutricié (Rattner i cols, 1979).
També hi ha alteracions en el comportament relacionades amb la copulacié i en la
descendéncia de rates amb malnutricié durant la gestacid, les quals son molt similars
a les que s’han descrit per estres o immobilitzacié (Rhees 1 Fleming, 1981). Ward i
Wainwright (1988), després de sotmetre a ratolins a estrés per immobilitzacid sota
diverses condicions van observar que la baixa nutricié resultant de 1’estrés per
immobilitzaci6 €s suficient per produir els déficits observats en la descendéncia en
quant al pes al naixement 1 pes del cervell als 32 dies de vida, confirmant aixi els

resultats obtinguts per Kinsley 1 Svare (1986) en rates.
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En el sentit contrari a I’estrés prenatal, 1’exposicié postnatal a una cura
materna adequada pot provocar un augment dels receptors dels glicocorticoides i, per
tant, una millor regulacié de la resposta als estressors podent arribar a revertir els
efectes adversos de 1’estres prenatal (Gunnar, 1998).

Els organismes i les psiques difereixen tremendament en la seva vulnerabilitat
a Destrés en resposta a estressors fisics 1 sobretot psicologics. En aquesta variabilitat
interindividual hi té a veure la geneética, les experiéncies perinatals, aixi com altres
experiéncies al llarg de la vida que augmentaran les diferéncies en la resposta de

I’adult a P’estres (Sapolsky, 1994b).

3.4. Efectes de I’estreés en ’adult.

En un principi, els canvis fisiologics i metabolics que es produeixen en
I’organisme davant una situacid estressant ajudarien a l’individu a afrontar la
situacio. Pero quan la intensitat i/o duracio de 1’estimul estressant supera determinats
nivells, la resposta a I’estrés desencadenada pot suposar una amenaga per la salut i el
benestar de 1’individu, podent-se produir alteracions fisiologiques, metaboliques i

psicologiques.

Trastorns relacionats amb 1’estrés que han rebut forca atenci6 son:

= Alteracions en el sistema cardiovascular.

Quan els nivells plasmatics de glucocorticoides es troben elevats durant un
llarg periode de temps, s’impedeix 1’acci6 de la insulina sobre la captura de la
glucosa per part de les cél.lules, de manera que es produeix un increment en els
nivells plasmatics de glucosa. L’elevacid dels nivells de glucosa juntament amb
I’elevaciéo dels nivells de glucocorticoides, produeix un emmagatzematge
important de greix i1 la formacid de plaques d’arteriosclerosi. Com a
conseqiiéncia es redueix enormement el rec sanguini al cor, podent-se arribar a

produir una isquémia coronaria.
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Alteracions en el sistema digestiu i problemes associats.

L’augment en els nivells de glucocorticoides que es produeix en situacions
d’estreés sembla ser responsable de I’increment en la producci6 d’acid clorhidric i
en la reduccio de les cobertes de proteccio de les parets de 1’estomac. Aquest
procés incrementa la vulnerabilitat de 1’estdmac al dany, aixi com la possibilitat
de que en periodes d’estres es reactivin o compliquin possibles tlceres peptiques

ja existents.

Alteracions sexuals 1 del sistema reproductor.

L’estrés redueix considerablement els nivells de testosterona en mascles, 1
d’estradiol en femelles. Mentre que en homes la inhibici6 de la testosterona on és
molt important no produeix greus conseqiiencies manifestes, la reduccio dels
estrogens en femelles, a més de reduir la libido, comporta importants alteracions
del cicle menstrual (dismenorrees), causant generalment retards 1 disminucio,
arribant fins 1 tot a desapareixer completament el procés d’ovulacio.

A més, I'increment dels nivells de prolactina en femelles interfereix en
I’acci6 de la progesterona. Per tant, en cas de produir-se fecundacid, les
possibilitats de que I’0vul fecundat s’implanti en 1’tter es redueixen.

En homes, es pot veure inhibida la resposta davant de I’acte sexual, ja que es
necessita un predomini simpatic en la major part de 1I’organisme, mentre que per

I’erecciod es necessita un to parasimpatic (Sandi i cols, 2001).

La CRH inhibeix aspectes fisiologics 1 conductuals de la funcio6 reproductiva.
La reproduccio és un estat que requereix un alt cost metabolic, particularment en
les femelles, i1 ha d’estar logicament aplacada durant 1’estressor (Sapolsky i cols,

2000).

L’exposicid a estressors o a elevats nivells de corticosteroides, inhibeix les
conductes reproductives en molts vertebrats. Aquestes respostes conductuals soén
consistents amb la idea que les funcions “no-essencials” soén suprimides durant la
resposta d’estrés per permetre a 1’organisme respondre més efectivament a

I’estressor (Orchinik, 1998).
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3.4.1. Estres i funcio cognitiva.

Els efectes de I’estres en la funcid cognitiva han despertat gran intercs i s’han
efectuat diferents estudis, no sense resultats controvertits. Existeixen multiples
evidencies a partir d’estudis en animals 1 humans, que indica que I’estrés i els
glucocorticoides influencien la funcié cognitiva (De Quervain i cols, 1998). Les
accions col.lectives dels glucocorticoides al cervell son paradoxals. Nivells basals de
glucocorticoides son essencials per al desenvolupament, plasticitat i supervivéncia
neuronal, mentre que glucocorticoides als nivells d’estrés semblen produir peérdua

neuronal (Reagan i McEwen, 1997).

L’estrés inicia una cascada d’esdeveniments fisiologics, incloent alts nivells
de catecolamines circulants i glucocorticoides. Les catecolamines son alliberades
rapidament, i tipicament retornen a nivells basals en uns 10 minuts, pero la resposta
dels glucocorticoides és molt més lenta (De Quervain i cols, 1998).

Mentre que ’activacio induida per 1’estrés del SNS i I’alliberament de les
catecolamines son capagos de preparar rapidament a 1’organisme per 1’accid i
mobilitzen recursos energetics, el paper precis de la corticotropina (ACTH) 1 els
glucocorticoides en les situacions estressants és més dificil d’entendre. De fet, la
concentracio maxima de glucocorticoides arriba aproximadament uns 20-30 minuts
després del comencament de I’estrés, al temps que la majoria de les situacions

estressants naturals ja s’han acabat (Garcia i cols, 2000).

L’estrés afectaria la cognicid de moltes maneres, actuant rapidament via les
catecolamines i més lentament via els glucocorticoides (McEwen i Sapolsky, 1995).
Els glucocorticoides semblen tenir beneficis a curt termini al cervell, pero també
incrementen la vulnerabilitat neural amb una exposicioé perllongada. El balang entre
els efectes normals 1 els patologics dels glucocorticoides dependria de la
concentracio. Les concentracions baixes de glucocorticoides activarien els receptors
mineralocorticoides (o tipus I) 1 les altes concentracions activarien els receptors
glucocorticoides (o tipus II). L’activacié d’aquests dos receptors tindrien diferents

efectes fisiologics (Porter i Landfield, 1998).
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Aixi, I’estrés sever i perllongat, fisic i psicologic causaria dany al cervell. En
primats no humans s’ha observat degeneraci6 i1 reduccido de les neurones de
I’hipocamp. Les neurones piramidals de 1’hipocamp contenen una alta concentracio
de receptors (I 1 II) de glucocorticoides i semblen ser altament vulnerables a
I’hipercortisolémia causada per I’estrés sever, aixi com a I’exposicid a
glucocorticoides exogens. L’hipocamp mediatitza un feed-back negatiu de
I’alliberaci6 de cortisol i, per tant, una falta o deficiéncia de les neurones de
I’hipocamp atenuaria aquest feedback resultant en hipercortisolémia (Uno i cols,
1994).

El dany inicial és exacerbat perqué I’hipocamp inhibeix 1’alliberacio
hipotalamic-hipofisiari de la CRH i I’ACTH, la qual controla I’alliberament dels
glucocorticoides. D’aquesta manera, la desinhibici6é que segueix al dany hipocampal
pot desencadenar un continu increment dels nivells de glucocorticoides i un

debilitament més rapid de I’hipocamp (Porter i Landfield, 1998).

També existiria perd un control amigdalar de 1’activacié metabolica induida
per D’estrés dels sistemes monoaminérgics, aixi com una integracié amigdalar dels

components conductuals i endocrins (Goldstein i cols, 1996).

Tot 1 que molts dels mecanismes moleculars pels quals els glucocorticoides
regulen la neurogénesi, plasticitat i mort neuronal encara estan per determinar, hi ha
un mecanisme ben definit a través del qual els glucocorticoides participen en la
pérdua neuronal manifestada en isquémia, excitotoxicitat 1 possiblement envelliment,
té lloc via la disminucid de la utilitzacio de la glucosa en el cervell en general, 1 de
I’hipocamp en particular. Conseqiiéncia d’aquesta disminuci6 en les concentracions
de glucosa neuronal és la inactivacié dels transportadors dependents d’energia dels
aminoacids excitatoris. Aquesta inactivacid lidera un increment dels nivells de
glutamat a la sinapsi 1 una activacio excessiva dels receptors d’aminoacids excitatoris
postsinaptics. Una de les conseqiiencies d’aquesta excessiva estimulacid
glutamérgica seria un increment en els nivells de calci (Ca™") intracel.lular a través
dels receptors NMDA, i possiblement també a través dels canals de Ca’™" voltatge-
dependents. Els increments intracel.lulars de Ca”™ activen diversos enzims cel.lulars
(Reagan i McEwen, 1997). L’excés intracel.lular de Ca™ mediatitza els processos

d’excitotoxicitat mitjangada pel Ca’".
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Altres autors (Mclntosh i cols, 1998) destaquen el fet que els glucocorticoides
incrementarien la vulnerabilitat de les neurones hipocampals alterant potencialment

la capacitat de defensa neuronal davant el dany oxidatiu.

L’estrés repetit causa atrofia de les dendrites a la regié CA3 de I’hipocamp.
Ambdos, I’estrés agut 1 el cronic, suprimirien la neurogeénesi de les neurones
granulars del gir dentat de I’hipocamp (Magarifios i cols, 1998; McEwen, 1999)
(figura 1.10).

L’hipocamp, un organ diana per les hormones de 1’estres, €s una regio del
cervell especialment vulnerable. Juntament perd amb els glucocorticoides també s’ha
de tenir en compte en el procés d’atrofia hipocampal, el paper dels aminoacids
excitatoris, dels receptors NMDA 1 I’alteracio del sistema gabacrgic (McEwen,
1997). La SHT també ha estat destacada per alguns autors pel paper que jugaria en
I’etiologia del dany hipocampal (Bremner, 1999). L’exposicid cronica a nivells
estressants de glucocorticoides altera molts aspectes de la funcié hipocampal i

lideraria a la neurodegeneraci6 (Orchinik i cols, 1995).

Les neurones piramidals de la CA3 son particularment sensibles als nivells de
glucocorticoides davant ’estres; pero ’atrofia que exhibeixen les neurones de la
CA3, segons alguns autors, seria reversible, il.lustrant aixi la plasticitat de
I’hipocamp (Reagan i McEwen, 1997). Tanmateix, altres investigadors afirmen que

encara no es coneix si existeix aquesta reversibilitat en humans (Bremner, 1999).

Es conegut que I’hipocamp juga un paper molt important en els nous
aprenentatges i la memoria, a la vegada que és un important centre per la integracio
de les respostes a 1’estres, cognitives, neurohormonals i neuroquimiques (Bremner,
1999). Les hormones alliberades durant I’estres, o el contingut emocional explicit
durant 1’aprenentatge, es podrien considerar com critics en la modulacio de la
memoria (McEwen i Sapolsky, 1995). Les arees cerebrals implicades, que per molts
autors estan acceptades com les principals, serien I’hipocamp i I’amigdala (Cabhill 1

McGaugh, 1996).
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de rata.
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Figura 1.10
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Els corticosteroides creuen facilment la barrera hematoencefalica degut a la
seva naturalesa lipofilica, accedint al cervell, on exerceixen les seves accions en
aquelles cel.lules que presenten receptors per aquestes hormones. El fet de que els
corticosteroides siguin capagos d’arribar al cervell i unir-se a receptors especifics, fa
que aquestes hormones tinguin propietats funcionals que les identifiquin com
candidates idonies per la modulaci6 cognitiva en situacions d’estres (Cordero i

Sandi, 1998).

Papez (1937) va proposar el sistema limbic com el substrat subcortical de les
emocions. Donat que I’hipocamp €s una estructura que connecta de manera reciproca
arees d’aquest sistema 1 estructures superiors, va hipotetitzar que la cognicid i
I’emoci6 s’afectarien matuament.

Per altra banda, els corticoides modularien processos neurals implicats en la
funcié cognitiva seguint un efecte en forma d’U-invertida. L’eliminacié dels
glucocorticoides endogens, aixi com concentracions elevades dels mateixos,
resultarien en la supressio de la potenciacidé hipocampal, mentre que concentracions
que correspondrien a nivells basals o d’una activacid6 moderada facilitarien la

plasticitat sinaptica (Lupien 1 McEwen, 1997).

Diversos investigadors han estudiat els efectes de ’estrés sobre la funcio
cognitiva d’humans, on s’ha trobat que condicions estressants disminuirien
significativament 1’execucid6 en la memoria declarativa (Lupien 1 cols, 1997).
Tanmateix 1’administracié de cortisona empitjoraria el record, pero no 1’adquisicié o

la consolidacié (De Quervain i cols, 2000).

En rosegadors, hi ha autors (Shors, 2001) que parlen de que 1’exposicié a un
estressor agut augmentaria la formacié de noves associacions (en rates mascles).
Altres investigadors tamb¢ han trobat una significativa millora de I’execucid en rates
en una tasca de memoria espacial, quan aquestes eren sotmeses a estrés durant 13
dies, tot i que no trobaven cap diferéncia als 7 dies d’exposicio (Luine i cols, 1996).
Per altra banda, quan els animals eren estressats durant 21 dies apareixia un
empitjorament de la tasca de memoria espacial (Luine i cols, 1994). Aixi, la duracid

de I’estres afectaria diferencialment 1’aprenentatge i la memoria, amb curts periodes
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d’estrés servint com a funcid adaptativa, mentre que duracions més llargues
causarien canvis desadaptatius.

A nivell neural, ’examen de les neurones piramidals de I’area CA3 de
I’hipocamp als 10-13 dies d’estres, amb tecniques de Golgi, no mostrava efectes de
I’estrés en 1’arboritzacié dendritica basal ni distal (Luine i cols, 1996). Pero 1’estres
repetit, causaria atrofia de les dendrites distals de les neurones piramidals de la CA3,
resultant en una disminucié dels punts d’arboritzaci6 dendritica distal, 1 de la
llargaria total de les dendrites de les cel.lules piramidals de la regi6 CA3 de
I’hipocamp (Luine i cols, 1994; Magarinos i cols, 1997). Els efectes sobre
I’adquisici6 serien temporals, 1 els canvis en les dendrites depenents de I’estres serien
reversibles (Luine 1 cols, 1994). Els mateixos investigadors han postulat que
I’activitat de la SHT contribuiria a 1’atrofia de les dendrites, o que alternativament
interactuaria amb els aminoacids excitatoris per produir atrofia neuronal hipocampal
(Luine i cols, 1994).

Altres autors suggereixen que el volum de Da en el cortex prefrontal
incrementat per un estrés lleu en rosegadors, produiria els deficits en tasques de
memoria espacial, tot i que també accepten que I’estreés afectaria altres sistemes de

neurotransmissors a part de la Da (Murphy i cols, 1996).

Altrament, és de destacar que quan s’han utilitzat animals dels dos sexes,
s’han trobat resultats contradictoris; de manera que el mateix estressor podia facilitar
I’adquisicié en un sexe i empitjorar-la en un altre. Aquesta podria ser la causa de que
els resultats referits a la literatura moltes vegades son contradictoris (Szuran i cols,

1994; Wood 1 Shors, 1998).

3.4.2. Estres i psicopatologia.

L’estrés pot influir sobre la salut perque modifica el funcionament fisiologic
general de l’organisme (p.ex. freqliencia cardiaca, pressié sanguinia, respiracio,
tensidé muscular), I’activitat neuroendocrina i la competéncia immunologica (Sandin,
1993). Sembla clar que existeix una relacié entre l’estres, especialment en les

situacions de la vida “indesitjables”, i la reduccio del benestar psicologic; tot i que el
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paper d’aquestes situacions en 1’etiologia dels trastorns mentals es manté controvertit

(Moore 1 Burrows, 1996).

Alguns autors parlen de que la disfuncié de 1’eix HPA seria la clau de les
condicions psicopatologiques, les quals inclouen les respostes anormals a estressors,
com I’anoréxia nerviosa, ansietat i trastorns afectius (Koob i cols, 1994; Stout i

Nemeroff, 1994).

Altres investigadors suggereixen que 1’exposicid repetida i perllongada a la
resposta fisiologica de I’estrés estaria en la base de nombrosos trastorns. Es freqiient
que I’exposicio a un procés traumatic comporti el desenvolupament d’algunes de les

segiients alteracions psicologiques que es relacionen amb I’estres:

= Trastorn per estrés postraumatic

= FEstres agut

* Ansietat

= Trastorns de panic

= Depressio

* Dissociacio

* Baixa autoestima i sentiment de culpabilitat

= Alteracions psicosomatiques

= Dificultats sexuals

= Problemes en el desenvolupament de les relacions interpersonals
*= Anorexia nerviosa

» Esquizofrénia

» Addicci6 a I’alcohol, drogues o altres farmacs
* Intents de suicidi

(Moore i Burrows, 1996; Sandi i cols, 2001).

Potser el desordre més clarament relacionat amb 1’estrés o situacions estressants
¢s el trastorn per estrés postraumatic. La sindrome d’estrés postraumatic és un
trastorn neuropsiquiatric en el que la vivencia d’un esdeveniment “traumatic” causa
en l’individu un impacte tant important que, en endavant, el seu funcionament

cognitiu es veura afectat de forma decisiva. A nivell endocri, els pacients que han
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desenvolupat aquesta sindrome acostumen a presentar una alteracié peculiar en 1’eix
HPA. Generalment, aquestes persones mostren en situacions basals, nivells de
cortisol plasmatics inferiors als nivells de subjectes control. Tanmateix, davant
estimuls que els hi recorden la vivencia traumatica, la resposta de secrecid hormonal
de I’eix és més alta que la dels subjectes control. Aquesta hiperactivaciéo també la
trobem en el SNS amb la secrecié d’adrenalina (E) 1 noradrenalina (NE). Els
sistemes fisiologics de I’estrés dels individus amb estrés postraumatic son
particularment reactius quan s’enfronten davant qualsevol element que els hi recorda

el trauma (Sandi i cols, 2001).

Tant I’estrés agut com el cronic tindrien un impacte perjudicial en la funcid
normal del sistema dopaminérgic. En aquest sentit, 1’estrés influiria directament
varies conductes basiques, les quals estan mediatitzades pel sistema dopaminergic;
com D’activitat motora, ’activitat sexual, la gana i la sensibilitzacié creuada a

drogues d’abts (Pani i cols, 2000).

3.5. Estreés i toxics.

La interacci6 toxica es referiria a la modificaci6 qualitativa o quantitativa de
la toxicitat d’una substancia per 1’accid6 d’una altra. Aquest procés apareix
principalment en 1’organisme animal després de 1’exposicid, donant com a resultat
una resposta toxica superior o inferior a la suma dels efectes (Krishnan i Brodeur,

1994).

En general aquestes interaccions toxiques poden ser basicament de 4 tipus:

1- Additives, quan I’efecte global és la simple suma dels efecte individuals.

2- Sinergiques, quan ’efecte de I’exposicio a dos agents €és més gran que els
efectes de cadascun d’ells considerats de forma individual.

3- Potenciadores, quan un agent no provoca efectes toxics en un determinat
organ; pero si I’exposicid es produeix conjuntament amb un altre agent toxic,
la toxicitat d’aquest ultim s’incrementa significativament.

4- Antagonistes, quan 1’accié dels dos agents a la vegada resulta menys toxica

que cadascun d’ells per separat (Nelson, 1994).

60



[. INTRODUCCIO

Independentment del tipus, la interaccid és conseqiliencia d’una alteracio en la
toxicocinetica i/o toxicodinamica dels agents implicats. Una alteracio a nivell de la
toxicocinetica suposa una modulacio a nivell de 1’absorcid, distribucid, metabolisme
i/o excrecid6 d’un agent per l’efecte d’un altre. Una alteracié a nivell de la
toxicodinamica suposaria la competeéncia entre dues substancies per un teixit “diana”,
0 bé que un dels toxics alteraria la susceptibilitat de cel.lules “diana” cap els efectes

de ’altre toxic (Krishnan i Brodeur, 1994).

En aquest sentit, les diferéncies entre organismes estressats 1 no estressats poden
canviar la cinética 1 la dinamica d’un agent quimic. S’ha demostrat la capacitat de
I’estrés per augmentar la motilitat gastrointestinal a més d’alterar el rec sanguini,
circumstancies que afecten a I’absorcid, distribucid, metabolisme i eliminacié de

toxics (Vogel, 1987).

L’estrés matern durant la gestaci6 és també capac d’afectar de forma adversa el
desenvolupament embriofetal. S’han investigat les interaccions d’agents quimics
toxics amb I’estrés matern i s’ha vist que la teratogenicitat dels toxics pot veure’s
incrementada per 1’accié de ’estrés (Rasco 1 Hood, 1994; Colomina i cols, 1995,
1997, 1998). Tot 1 aixi, en general aquest increment es manifesta quan el toxic és
administrat a dosis que ja sén toxiques per si mateixes per a les mares; és a dir,
I’estrés només actuaria sobre els toxics quan les dosis son suficientment altes com

per produir ja toxicitat materna (Chernoff i cols, 1988).
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4. Influéncia de I’estrés en la neurotoxicitat del Mn.

Al 1981 alguns investigadors ja van implicar en la toxicitat del Mn els trastorns
de les hormones de 1’eix HPA (Deskin i cols, 1981). Es sap que la toxicitat del Mn
afecta principalment als ganglis basals, 1 la relacié dels nuclis caudat 1 putamen en
I’aprenentatge 1 la memoria esta subjecta a controversia (Setlow 1 McGaugh, 1999).
Aixi, la funcid cognitiva podria estar afectada directament pel Mn per aquesta via, i

en aquest cas, I’efecte de I’estrés en aquesta afectacio seria de suma importancia.

Com a clement essencial, les concentracions de Mn al cervell i les seves
possibles variacions sota condicions d’estrés han estat estudiades, trobant-se resultats
controvertits. Alguns autors han trobat una disminucié significativa de les
concentracions de Mn dependents de la duracié de I’estrés per immobilitzacio6 a les
que eren sotmeses rates d’experimentacid (Saito i cols, 1995). Les regions on es va
observar aquesta disminucid eren: cerebel, cervell mig i talem, hipocamp 1 cortex
cerebral. Aquests autors varen concloure que els canvis en les concentracions de Mn
i altres elements essencials en les regions del cervell podrien estar estretament
relacionades amb els processos d’activacid neural induits per estimuls psicologics
moderats, 1 que aquest metabolisme dels metalls estaria regulat diferencialment
d’acord amb el paper funcional de cadascun al SNC (Saito i cols, 1995).

Altres autors pero, han trobat que els nivells de Mn al fetge, ronyons i cervell
estaven significativament augmentats per I’estrés (immobilitzacié o fred) al qual eren
sotmesos ratolins d’experimentacio (Izgut-Uysal 1 cols, 2000). En aquest treball, els
autors conclouen que ’estrés afectaria el procés metabolic de la distribucié del Mn

en els teixits.

Existeixen pocs estudis que hagin avaluat directament 1’efecte de I’estres sobre la
neurotoxicitat del Mn. Chandra i cols (1979) van tractar rates amb Mn Cl, i les van
sotmetre a estrés per immobilitzacid. L increment de les concentracions de Mn va ser
quasi ideéntic després del tractament amb Mn sol, o en combinacié amb estres. Aixi,
els autors conclouen que I’estrés no influia el balang del Mn al SNC, tot i1 que si van

trobar alteracions en els continguts de tirosina, triptofan, Da i NE en el teixit cerebral
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de les rates després de I’exposiciéo a Mn i immobilitzacié. Aixo suggereix que els

efectes neurotoxics del metall podrien ser més pronunciats en situacions estressants.

Altres investigadors, en un estudi en rates sobre els efectes de 1’exposicié a Mn i
la possible modulacio per I’estrés, suggereixen que el Mn afectaria predominantment
I’eix HPA, 1 que la interaccié del neurotoxic, Mn 1 I’estrés podrien servir per tant, per

desemmascarar efectes toxics que d’altra manera serien imperceptibles (Hong i cols,

1984).

Donat que avui en dia, tant els adults d’ambdés sexes com les dones
embarassades podrien estar exposats a alts nivells de Mn tant de manera ocupacional
com ambiental, i a la vegada estar exposats a varis tipus d’estres, tant a la feina com
a casa, fa que aquesta combinacid i els seus possibles efectes en el SNC tinguin

interés creixent.
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“La veritat en ciéncia pot ser
definida com la hipotesi de
treball que millor s’ajusta per
obrir cami a la segiient millor
ajustada”

Konrad Lorenz

“Sense dubte no hi ha progrés”

Charles Darwin
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II. HIPOTESI I OBJECTIUS

La neurotoxicitat del Mn ha estat demostrada quan aquest és inhalat o bé
administrat per via parenteral. En canvi, els possibles efectes derivats del consum
elevat de Mn per via oral han estat poc estudiats i no existeixen dades concloents al
respecte. Aixi mateix, els efectes del Mn sobre el desenvolupament han rebut poca
atencio.

La simptomatologia observada en humans després de la intoxicacid per Mn és
semblant a la observada en la malaltia de Parkinson, la qual cosa ha fet que el
sistema dopaminergic hagi estat ampliament estudiat en relaci6 als efectes del Mn.
Tot 1 que en I’actualitat els possibles mecanismes de ’acci6é neurotoxica del Mn no
es centren només en aquest sistema, sind que inclouen també el sistema glutamacrgic
com a possible mediador dels efectes sobre el sistema dopaminergic.

Per altra banda, els estressors tant fisics com psicologics, provoquen canvis a
nivell de SNC, i1 concretament a nivell del sistema dopaminérgic. En general,
s’accepta que l’estrés experimentat de forma aguda provoca un augment de la
secrecié de dopamina, mentre que en una situacié d’estrés cronic es pot observar una

disminucié funcional del sistema dopaminergic.

1. Hipotesi.

Donat que el Mn i Destres afecten de forma directa o indirecta el
funcionament del sistema dopaminergic, 1I’exposicidé concurrent a Mn i estres es pot
manifestar com una interaccid, augmentant o modificant els seus efectes sobre el

SNC.

2. Objectiu general.

L’objectiu general d’aquest treball ha estat dirigit a avaluar els efectes
neuroconductuals de 1’exposicid a Mn sobre la toxicitat materna, fetal, postnatal i en

el subjecte adult, aixi com la influéncia que 1’estrés pot exercir en aquesta exposicio.
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3. Objectius especifics.

1. Avaluar els efectes sobre el desenvolupament embriofetal de 1’exposicié a Mn
durant la gestacio.
1.1. Toxicitat materna.

1.2. Toxicitat embriofetal.

2. Avaluar els efectes postnatals de 1’exposicio prenatal a Mn.
2.1. Toxicitat materna.
2.2. Toxicitat embriofetal.

2.3. Efectes postnatals.

3. Valorar les possibles interaccions entre [’estrés/hidrocortisona 1 el Mn
administrat durant la gestacio.
3.1. Toxicitat materna.
3.2. Toxicitat embriofetal.

3.3. Efectes postnatals.

4. Valorar els efectes neuroconductuals derivats de 1’exposicié oral cronica a Mn en
subjectes adults.
4.1. Avaluar els efectes deguts al Mn.
4.2. Avaluar els efectes deguts a I’estres.

4.3. Avaluar els efectes deguts a la interaccid del Mn i Iestrés.

5. Examinar els efectes neuroconductuals en subjectes adults sotmesos a diferents

tipus d’estres cronic.
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III. MATERIALS I METODES

“Res és veri, 1 tot és veri, la
diferencia esta en la dosi”

Theophrastus Bompart
“Mitjangant les xifres, es pot

demostrar qualsevol cosa”

Thomas Carlyle
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1. Materials.

1.1. Animals d’experimentacio.

Es van utilitzar com animals d’experimentacid rates i ratolins. Els ratolins eren
albins adults, mascles 1 femelles, de la soca Swiss (Criffa, Barcelona), amb un pes
mitjana d’entre 28-34 g. Les rates eren albines, mascles, de la soca Sprague-Dawley
(Criffa, Barcelona), amb un pes mitjana d’entre 250-300 g. Els animals van ser
acomodats a D’estabulari en gabies de Makrolon, sota condicions estandard de
temperatura (22°+2°C), humitat relativa (50+£10%) 1 un cicle de llum-foscor de 12
hores diaries (Ilum 08:00-20:00h). En tot moment els animals van rebre aigua de
’aixeta (excepte en els grups tractats per intoxicacié oral) i menjar (dieta estandard
Panlab, A04 per rosegadors, Barcelona) “ad libitum”. Es deixava sempre als animals
un periode d’aclimatacio de 7 dies abans de comengar 1’experiment.

En tot moment es varen seguir les normes per a la manipulacid6 d’animals
d’experimentaci6 (Generalitat de Catalunya). Tots els procediments van ser aprovats

pel Comite étic del Centre.
1.2. Reactius i agents quimics.
Es van utilitzar els seglients reactius:
Hidrocortisona, (HC), Sigma-Aldrich Quimica, Alcobendas, en una soluci6 a
1’1% d’etanol:
Etanol (C,HeO), amb una puresa del 99%, Sigma-Aldrich

Quimica, Alcobendas.

Clorur de manganés tetrahidratat (MnCl,x4H,0), Sigma-Aldrich Quimica,
Alcobendas.
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Altres:
o Transparentacid6 de fetus: etanol, acid picric, formol, acetona,
alizarina

o Digestions de mostres: acid nitric, acid percloric (HCIO4)

1.3. Material especific.

a) Gabies d’immobilitzacio

Per la immobilitzacié dels animals es van utilitzar gabies d’immobilitzacid
“cepos para roedores” (Panlab S.L., Letica, Barcelona), fabricades a partir de
cilindres de metacrilat transparent, muntat sobre una base de metacrilat negre
amb forats. Segons les necessitats de cada experiment es varen utilitzar tres
mides diferents de gabies. Per ratolins de fins a 30 g, per ratolins de fins a 50 g i

per rates de fins a 400 g (annex 2).

b) Emissor d’ultrasons

L’estres per soroll a que eren sotmesos els animals es generava a traves d’un
emissor d’ultrasons o generador acustic ‘“Radarcan” (SC-11R, Ahuyenta
roedores, Fadisel S.L., Barcelona, CEBEK, Electronic circuits), de 2000 Hz 1 100
db.

c¢) Aparells per la realitzaci6 dels diferents tests als animals

Rotarod (Letica, Barcelona, Espanya): €s un aparell que consta d’un
cilindre amb moviment giratori (a una velocitat constant de 10 r.p.m. o
amb acceleracié de fins a 40 r.p.m.) en el que es situa a I’animal per

valorar la resisténcia i la coordinacid motora.

Mesurador de for¢a. Per mesurar la forga a les extremitats anteriors dels
rosegadors es va utilitzar un mesurador de forga “Grip Strength Meter”
(Ugo Basile, Italia). L’animal es posa sobre una base plana, on al davant
té un triangle metal.lic o “agafador”, connectat a un transductor de forga.

Quan estirem 1’animal per la cua aquest agafa instintivament el triangle
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metal.lic. Els rosegadors s’agafen a qualsevol cosa disponible per parar el
moviment involuntari cap enrera, fins que la forca que fem nosaltres
sobrepassa la for¢a de 1’animal per agafar-se. Un cop 1’animal deixa el
triangle metal.lic, I’amplificador automaticament guarda el valor més alt

de for¢a de I’animal (annex 3).

Evitacio passiva “Passive avoidance”: D’aparell d’evitacié passiva
consisteix en una caixa fabricada amb perspex 1 dividida en dues seccions,
el compartiment de sortida i el d’escapament. El compartiment de sortida
¢s blanc 1 il.luminat (bombeta de 24v-10w). El compartiment
d’escapament és fosc. Entre els dos compartiments hi ha una porta de
guillotina. La base €s una reixeta, a través de la qual s’administra el shock
electric a I’animal quan aquest canvia del compartiment clar al fosc.

Les dimensions de 1’aparell per ratolins sén de 39 x 9.5 x 17 cm (ref.
7553) i les dimensions de I’aparell per rates soén de 40 x 20 x 20 cm (ref.
7550). Aquest esta connectat a un controlador que registra la laténcia
d’entrada de I’animal al compartiment fosc, en el qual es pot fixar el
temps que passa entre que introduim 1’animal i s’obra la porta, la duracié i
la intensitat del shock, a més del temps maxim per cada intent. “Passive
Avoidance Apparatus”, Panlab S.L., Ugo Basile, Italia (figura III.1,

annex 4).
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Figura II1.1. Test d’Evitacid Passiva.
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Evitacio activa “Active avoidance”, I’aparell d’evitacid activa consisteix
en una caixa feta de perspex, dividida en dos seccions amb una porta/forat
que les comunica a nivell de la base. La base és una reixeta, a través de la
qual s’administra el shock eléctric. Dins la gabia I’intensitat lluminosa ¢€s
de 5 lux quan la llum esta apagada. La gabia té una llum que s’encén de
10w i també es pot emetre un so (acompanyant a 1’estimul lluminds), que
es pot fixar entre 60-90 db i 110-2000 Hz. Les dimensions de 1’aparell per
rates son de 55 x 33 x 33 cm (ref. 7530). Aquest esta connectat a una
unitat de programaci6 i gravacié de les dades de I’actuacié de 1’animal.
“Automatic Reflex Conditioner”, Panlab S.L., Ugo Basile, Italia. (figura
111.2, annex 5).
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Figura II1.2. Test d’Evitacid Activa.

Camp obert “Open field”. Per la realitzaci6 del test del camp obert, el
recinte utilitzat per col.locar ’animal era de fusta plastificada amb una

superficie de 80 x 80 cm per rates 1 38 x 38 cm per ratolins, amb unes
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parets d’algada de 47 cm i obert per la part superior. L’interior podia estar
il.luminat de forma indirecta per un llum blanc de 60 w de poténcia. A 2.5
metres per damunt de la superficie 1 centrada, es trobava col.locada la
camara per al registre de les imatges connectada a un ordinador. Per
I’obtencio i analisi de dades es va utilitzar I’equip Ethovision, versio 1. 70
de Noldus Technology (sistema integrat de gravacio en video, analisi de

moviment i reconeixement de patrons de conducta) (figura I11.3).

Figura II1.3. Esquema del test del Camp Obert amb el sistema integrat
Ethovision 1.70.

Laberint d’aigua de Morris “Water maze”. Per la realitzacié de la prova
del laberint d’aigua, descrit per primera vegada per Morris (Morris, 1984),
el recinte era una piscina de 160 cm de diametre, amb una paret de 60 cm
d’alcada. Dins de la piscina i submergida a 1 cm del nivell de 1’aigua
dipositavem una plataforma cilindrica de 12 cm de diametre i 20 cm
d’algada de plastic transparent. Les parets que envoltaven la piscina eren
de rajola blanca amb senyals geometriques diferents a cadascuna d’elles.
A 2.5 metres de la base 1 centrada, es trobava col.locada la camara pel

registre d’imatges, connectada a I’equip Ethovision 1.70 (figura I11.4).
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o
-
-

Figura I11.4. Esquemes del test del Laberint d’Aigua amb el sistema integrat
Ethovision 1.70.
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Bateria d’observacio funcional “FOB”. Per la realitzaci6 de la Bateria
Funcional o “FOB”, el recinte era de plastic, d’'un diametre de 50.5 cm.

Les parets eren de 21 cm d’alcada.

d) Altres instruments
Cronometre
Lupa (x20) per ’examen dels fetus

Lamina de fullola per valorar el reflex de geotaxi: dimensions 12 x 25 cm
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2. Metodologia general.

2.1. Aparellament i identificacio dels animals.

Després d’un periode d’aclimatacio de 7 dies, les femelles es van aparellar
amb els mascles, durant 2 hores al mati (de 10:00-12:00h). Seguidament es retiraven
els mascles i s’examinava a les femelles considerant el tap vaginal com a indicatiu de
copulacid, i assignant aquest dia com a dia 0 de gestaci6. Les femelles positives es

separaven de la resta i eren distribuides de forma aleatoria als grups de tractament.

2.2. Preparacié i administracio de solucions.

Hidrocortisona (HC)

L’hidrocortisona va ser diluida a 1’1% d’etanol. S’administrava en una sola
dosi de 5 mg/kg/dia (al grup control s’administrava H,O a 1’1% d’etanol). Les
solucions eren ajustades diariament de manera que un animal de 35 g rebia 0.10

ml de volum.

MnCl,x4H,0 per administracid subcutania

El Mn per a I’administraci6 subcutania s’administrava dissolt en sérum
fisiologic (H,O al 0.9% NaCl). S’administrava a dosis de 1, 2 6 4 mg Mn/kg/dia
(al grup control se 1i administrava sérum sali). Les solucions eren ajustades

diariament de manera que un animal de 35 g rebia un volum de 0.20 ml.

MnCl,x4H,0 per administracié oral

El Mn per I’administracio oral era diluit en aigua de 1’aixeta, de manera que
els animals rebien 0, 1000 6 2000 mg MnCl,x4H,0/kg/dia. Abans de dissoldre el
Mn en aigua es va calcular el que bevien els animals, i es van fer les dissolucions

en relacio a aquests calculs.

Les solucions eren corregides en el seu pH quan era necessari, de manera que

aquest sempre estava en un valor entre 5-7.
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2.3. Recollida de dades i tests.

I. Toxicitat materna

Per avaluar la toxicitat materna durant la gestacidé es van monitoritzar els

seglients parametres:

Pes matern (g)

Ingesta de menjar durant els dies 0-18 de gestacio (g/mare)
Nombre d’avortaments

Duracio de la gestacid

Dia en que es produeix el part

Al dia 18 de gestacid, els individus destinats a I’estudi de la toxicitat
embriofetal, es van pesar i van ser sacrificats per dislocaci6 cervical i es va extreure
I’ater gravid per avaluar els seglients parametres:

Pes de I’uter gravid (g)

Pes corregit del cos de ’animal (pes final de gestacid — pes de 1’uter), (g)
Canvi del pes corregit del cos (pes corregit del cos — pes en el primer dia
de gestacio), (g)

Pes absolut del fetge (g)

Pes absolut dels ronyons (g)

Pes del fetge / pes del cos (g)

Pes dels ronyons / pes del cos (g)

I1. Toxicitat embriofetal

Per avaluar la toxicitat embriofetal es va controlar:
Nombre d’implantacions totals
Nombre de reabsorcions
Percentatge de perdues post-implantacid

Nombre de fetus vius i morts
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Tots els fetus vius van ser extrets de les banyes de 1’uter i se’ls va controlar:
Pes
Sexe
Relacié mascles / femelles

També es van comptabilitzar si existien malformacions externes dels fetus vius.

» Transparentacio i examen dels fetus
Aproximadament, la meitat dels fetus vius obtinguts per cesaria de cada ventrada

va ser destinat a I’estudi visceral i 1’altra meitat a I’estudi esquelétic.

» Examen visceral

Els fetus, elegits a 1’atzar per 1’examen visceral, es van col.locar en
recipients degudament identificats en 70% d’etanol. Transcorreguts un minim
de 3 dies en aquesta dissolucio, van ser fixats en solucié aquosa de “Bouin”
(amb una proporci6 de 15 parts d’acid picric saturat i 5 parts de formol al 3-
4% 1 una part d’acetona). Els fetus van romandre una setmana en aquesta
soluci6 abans de 1’examen visceral. A causa de les emanacions irritants del
fixador emprat, els fetus es rentaven amb aigua de I’aixeta durant uns 10
minuts, conservant-los altra vegada en etanol al 70% fins el moment de
I’examen visceral (Manson i Kang, 1989; Bosque, 1991).

La valoraci6 de les malformacions viscerals va ser realitzada practicant
als fetus diferents talls (Paternain i cols, 1985). Per la visualitzacio de les
visceres abdominals es va practicar un tall a nivell del melic en sentit
transversal 1 un altre longitudinal des del diafragma fins la regi6 supraptbica
(Manson 1 Kang, 1989). Aix0 va permetre observar detalladament el tracte
gastrointestinal i urogenital, valorar ’existéncia d’hernies diafragmatiques, i
visualitzar les glandules suprarrenals, ronyons 1 glandules sexuals.

L’observacio de la regido toracica es va realitzar disseccionant
longitudinalment des de la porcié inferior del coll fins la zona diafragmatica a
nivell de I’apofisi xifoides (Manson i Kang, 1989). S’observava també en
aquesta zona la disposicio dels grans vasos, el cor 1 les seves cavitats, aixi
com la relacio que aquest guarda amb el pulmo.

Per observar la cavitat cranial es va practicar un tall horitzontal a nivell de

la porci6 immediatament inferior als pavellons auditius, i es van realitzar talls

77



III. MATERIALS I METODES

transversals des de la zona més anterior (morro del fetus) fins la part posterior
(regio occipital). D’aquesta manera s’observava la simetria del septe nasal,

paladar, uniformitat i correcta curvatura d’ulls, ventricles cerebrals, etc.

» Examen esquelétic

Els fetus destinats a I’examen esquelétic, elegits a I’atzar, es van col.locar
en recipients degudament identificats en 70% d’etanol durant 3 dies,
seguidament se’ls posava en acetona al 99.8% durant el temps necessari per
una complerta fixacié. Un cop fixats es posaven en hidroxid de potassi
(KOH) a I’1%, 1 es tenyien amb vermell d’alizarina S al 0.002% (Staples,
1975). Un cop tenyits es conservaven amb glicerina al 40% fins el moment de
I’examen esquelétic.

Es valorava el tamany, forma del crani i el grau d’ossificacio dels ossos
frontals, nasals, parietals, occipitals, maxil.lars i mandibula. Es valorava el
tamany, nombre 1 forma dels cossos vertebrals, costelles 1 nuclis esternals en
torax 1 abdomen. Es va valorar el desenvolupament dels ossos llargs avaluant
la cintura escapular i pelvica, extremitats superiors i inferiors, comptant el
nombre de metacarps, metatarsos i falanges proximes i distants (Hayes, 1989;

Rugh, 1990) (annexos 6, 7, 8).

1. Valoracio del desenvolupament

Les cries que naixien de forma espontania (el dia 19 de gestacid) eren avaluades

al primer dia, després del naixement. Vam controlar les seglients variables:

Numero de cries que van néixer vives 1 mortes per ventrada

Numero de cries vives 1 mortes (cada dia). Amb aquests parametres es van
calcular els index de viabilitat (nimero de cries vives al dia 4 / nimero de cries
vives al naixement) i I’index de lactancia (nimero de cries vives al dia 21 /
numero de cries vives al dia 4)

Sexe

Pes de cada cria
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De cada ventrada, sempre que va ser possible, i de forma aleatoria, es van deixar
amb la mare 3 mascles 1 3 femelles. A aquestes 6 cries es va seguir controlant el pes
els dies 4, 8, 121 21. A banda del control de pes, es va valorar el desenvolupament
fisic 1 funcional durant el periode postnatal, controlant-se alguns parametres ja
descrits per Fox al 1965 i ampliats per altres autors (Altman i Sudarshan, 1975; Suter
1 Schon, 1985; Draski i cols, 1989; Rivera 1 cols, 1990; Hass i cols, 1995; Kishi i
cols, 1995; Bignami, 1996).

Els parametres del desenvolupament fisic que es varen avaluar eren els segiients:

Desplegament del pavell6 auditiu: es va controlar des del dia 3 postnatal fins el
dia en que tots els individus de la ventrada tenien els pavellons auditius
desplegats. Es calculava la mitjana del dia de desplegament en el grup i es

comparava amb les mitjanes dels altres grups.

Erupci6 d’incisius: es va controlar des del dia 3 postnatal fins el dia en que en
tots els individus de la ventrada s’observaven dos ovals blancs sobre la geniva.
Es calculava la mitjana del dia d’erupci6é d’incisius del grup, i es comparava amb

les mitjanes dels grups de tractament.

Obertura d’ulls: s’examinaven les cries des del dia 12 postnatal fins els dia en
que tots els animals de la ventrada tenien els ulls oberts. Es calculava la mitjana
del dia d’obertura d’ulls en el grup, i es comparava amb els demés grups de

tractament.

Descens de testicles: s’examinava a partir del dia 21, diariament, fins que els
ratolins mascles se’ls observava el descens dels testicles. Es calculava la mitjana

del grup i es comparaven les mitjanes dels diferents grups de tractament.

Obertura de vagina: es controlava a partir del dia 21, i de forma diaria, fins que a
les femelles se’ls observava la vagina oberta. Es calculava la mitjana d’obertura

de vagina del grup, i es comparava amb els demés grups de tractament.
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A més, durant aquest periode, vam voler estudiar la cura materna. Es va avaluar
el temps que tardava la mare (en minuts i segons fins un maxim de 5 minuts ) en
tornar les cries al lloc inicial, a partir del moment que els hi canviavem al canto

oposat de la gabia.

Per avaluar la maduracio neuromotora es van realitzar les segiients proves:

Reflex d’adrecament o “Surface righting” (donar-se la volta). Aquesta prova
consisteix en col.locar I’animal en posici6 dorsal sobre una superficie dura i
plana. Es controla el temps que tarda (en segons) en donar-se la volta. Aquest test
s’aplicava a partir del dia 3 postnatal fins que tots els animals puntuaven 1. Es
calculaven les mitjanes diaries de cada grup, i es comparaven amb els demés

grups de tractament.

Geotaxi (o girar-se mirant cap amunt en una superficie inclinada). La prova
consistia en col.locar a I’animal en una superficie inclinada amb una inclinaci6 de
30° mirant avall. Es calcula el temps que tarda en girar-se mirant cap amunt.
Aquest test s’aplicava els dies 10 i 12 postnatal. Es calculava la mitjana per dia

de cada grup, i es comparaven amb els demés grups de tractament.

Forca a les extremitats anteriors. Aquesta prova es passava els dies 9, 11 1 15
postnatal. El dia 9 postnatal s’agafava a I’atzar un animal de la ventrada de cada
sexe. El test consistia en col.locar I’animal en una base plana i un cop agafat a un
triangle metal.lic, se I’estirava per la cua cap enrera fins que I’animal es deixava.
Es repetia 3 vegades i es prenia el valor més alt. Es calculava la mitjana de
cadascun dels dies per grup de tractament i es feien les comparacions de mitjanes

entre grups de tractament.

Rotarod. Al dia 75 postnatal, s’agafava a 1’atzar un animal de la ventrada
de cada sexe. El test consistia en la realitzacio durant 2 dies de 3 trials. El
primer dia era d’aprenentatge. Es col.locava als animals durant un maxim
de 60 segons a 10 r.p.m. durant 3 trials consecutius. El segon dia, 24 h
després de 1’aprenentatge, es col.locava als animals a 10 r.p.m perd

incrementant 7 r.p.m. cada minut durant un maxim de 5 minuts. Es repetia
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la prova 3 vegades, i s’agafava el millor valor (el temps més alt durant el
qual I’animal s’ha aguantat sobre el cilindre). Es calculava la mitjana dels

grups, i es comparaven les mitjanes dels grups de tractament.

IV. Tests d’aprenentatge (Valoracio conductual)

Aquests es poden aplicar tant al final de la fase III del desenvolupament en

animals joves com en els experiments en animals adults.

Camp obert “Open field”. Aquesta prova permet estudiar diferents parametres
de D’activitat motora dels animals. Es valora la distancia total recorreguda
(activitat horitzontal), el nombre d’aixecaments realitzats (activitat vertical) en
periodes de temps determinats i el nombre de defecacions de I’animal durant la
realitzaci6 de la prova (reactivitat). L’animal es col.loca en el centre del recinte
sota la llum que I’il.lumina. A partir d’aquest moment comenca 1’observacié de
I’animal durant el temps que préviament haviem fixat (en els nostres experiments
15 6 30 minuts). En els nostres estudis registrem la distancia recorreguda com
index d’activitat horitzontal 1 el nombre d’aixecaments com a index d’activitat
vertical durant els 15 6 30 minuts, que subdividim en periodes de 5 6 10 minuts
per a la valoracié de I’habituacio, aixi com el nombre de defecacions total com a
index de reactivitat (Sanchez i cols, 1998; Colomina i cols, 1999).

Pel registre de totes les accions es va utilitzar I’equip Ethovision, versio 1.70,
de Noldus Technology per PC, i una camara model Sony CCD-IRIS, connectada
a un video VHS model Panasonic AG-5700. Aquest equip €s un sistema integrat
de gravacio en video, analisi de moviments i reconeixement de patrons de
conducta. Permet la gravaci6 automatica dels moviments de I’animal i el calcul
de la distancia recorreguda aixi com el nombre 1 durada dels moviments verticals.

Dins del recinte es defineixen dues zones: la periféria i el centre. La periferia
en ratolins ocupava des de les parets del recinte fins a 9.5 cm cap al centre. En
rates, la periféria ocupava des de les parets del recinte fins a 15 cm cap al centre.

La zona restant quedava definida com a zona centre.

81



III. MATERIALS I METODES

Laberint d’aigua de Morris “Water maze”. Aquest test esta dissenyat per valorar
I’aprenentatge 1 la memoria espacial en rosegadors. Aixi, el laberint d’aigua
comporta una tasca de navegacid en la qual la rata ha de cercar un objectiu
invisible, orientant-se respecte a altres estimuls, que estan a certa distancia
d’aquest objectiu, perd que guarden una relaci6é espacial coneguda amb aquest
(Morris, 1981). Sembla ser que els animals fan servir un mapa cognitiu com a
representacié del seu entorn quan resolen aquesta tasca. Aquest mapa cognitiu
comporta una completa representacié de I’entorn.

Aquesta prova consisteix doncs basicament en una piscina, on hi ha una
plataforma submergida o d’escapament, que permet que 1’animal deixi de nedar
quan arriba a ella, perd que no pot veure. En el protocol que fem servir per
I’experiment, la plataforma no canvia de lloc en cap dels intents, i I’animal ha de
nedar utilitzant les referéncies espacials per trobar-la. L’animal acaba aprenent a
trobar la plataforma gracies als senyals geomeétrics que hi ha a les parets, les
quals I’ajudaran a formar-se un mapa cognitiu que sera el que li permetra
localitzar la plataforma.

Per 1’adquisicié d’aquestes dades també hem utilitzat el sistema integrat
Ethovision, versi6 1.70. El seu software ajuda al disseny d’experiments,
organitzacio de la informacié en bases de dades, aixi com a la visualitzaci6 de les
dades.

Per valorar I’aprenentatge, cada animal té 5 intents o “trials” cada dia durant
4 dies consecutius. Al 5¢ dia té 4 intents, 1 a continuacid un 5¢ trial sense
plataforma (o també anomenat “trial probe™), en el que valorem el temps que
I’animal nada en el quadrant on estava anteriorment situada la plataforma i la
distancia recorreguda dins d’aquest quadrant. En els trials amb plataforma
mesurem el temps que tarden els animals en trobar la plataforma, la velocitat amb
que neden 1 la distancia recorreguda en cada intent fins que la troben. En tots els
trials també fem recompte de les defecacions o bolus dels animals, que
s’utilitzaven com a index d’ansietat.

Cada trial dura un maxim de 60 segons. Si I’animal no troba la plataforma,
se’l col.loca damunt d’ella després de cada trial durant 30 segons (perque pugui
situar-la en el seu mapa cognitiu respecte els demés estimuls). Si la troba, es

comencen a comptar els 30 segons des del moment que I’animal hi puja. El temps
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inter-trial és de 60 segons (60’max TRIAL + 30’PLAT + 60’’descans),
(Nagahara i cols, 1995; Almaguer-Melian i cols, 1999).

Evitacio passiva  “Passive avoidance”. Amb aquest test es pot valorar la
memoria recent dels animals. El rosegador es situa al compartiment clar o de
sortida, 1 després d’un periode variable (60 segons, amb el que considerem que hi
ha habituacid, 6 3 segons sense habituacid), s’obre la porta de separacid entre els
compartiments, de manera que ’animal pot accedir al compartiment fosc (pel
qual es sent atret per la seva condicié d’animal nocturn). Transcorreguts alguns
segons, 1’animal entra de forma espontania al compartiment fosc. El temps que
tarda en accedir al compartiment fosc es coneix com periode de laténcia
d’adquisicié (T1). Un cop dintre, un segon després i de forma automatica, es
tanca la porta de separacio i es produeix una descarrega de 0.3 mA (ratolins) 6 1
mA (rates). Transcorregudes 24 hores, es sotmet a I’animal a la mateixa prova,
pero sense que es produeixi descarrega electrica. Es va fer una valoracio de la
memoria calculant el temps que tardava 1’animal en accedir al compartiment
fosc, laténcia de record (T2) (Thorne i cols, 1987; Roozendaal i McGaugh,
1997). El periode de laténcia és més gran en els animals que recordin que 1’accés
al compartiment fosc suposa una situacio aversiva (descarrega eléctrica), en la
fase de record. En aquest estudi, el periode de laténcia es va limitar a 5 minuts,
transcorreguts els quals es considera que 1’animal ha aprés la tasca de forma

significativa.

Evitacio activa “Active avoidance”. El model d’evitacié activa és un model
d’aprenentatge/memoria basat en la teoria del condicionament classic. El
condicionament classic és una forma d’aprenentatge en la que un estimul no
significatiu 1 que no té efectes sobre la conducta adquireix les propietats d’un
estimul significatiu i amb capacitat per induir I’aparicié d’una conducta. Implica
per tant 1’associaci6 entre dos estimuls: I’estimul amb efectes sobre la conducta o
estimul incondicionat (EI) i I’estimul que en un principi és neutre i que adquireix
en aquest procés les capacitats per modificar la conducta o estimul condicionat
(EC). En aquest cas, I’El son descarregues electriques de 0.4 mA-0.6 mA que les
rates reben a les potes a través de la reixeta metal.lica. L’EI és un llum de 10 w i

un so de 70 dB i1 670 Hz, que es posen en marxa 10 segons abans de que comenci
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la descarrega que dura 5 segons. Els animals son entrenats per escapar de les
descarregues electriques. L’animal escapa passant del compartiment on es troba
quan s’encén la llum i sent el so, a I’altre compartiment —evitacio-, evitant aixi tot
el xoc eléctric. Si ’animal travessa un cop comencada la descarrega, aquesta
també s’atura perd en aquest cas s’anomena —escapament-. En el nostre
experiment els animals van estar exposats a aquest procediment durant 4 dies
consecutius. El primer dia els animals restaven a la gabia durant 10 minuts per a
la seva habituacié abans de comencar els trials. Cada dia 1’animal efectuava 50
trials de 30 segons cadascun (10”’EIl + 5’EC + 157°).

Les variables obtingudes per animal (per cada dia i en total) son les segiients:
Numero d’”intercrossings” o vegades que I’animal canvia de
compartiment sense cap estimul (IC)

Numero de descarregues complertes (IR)

Numero d’evitacions (ST)

Numero d’escapaments (RE)

Latencia d’escapament o temps que tarda entre que comenga I’EC 1
I’animal canvia de compartiment (LAT)

Numero de defecacions

(Marti-Nicolovius i cols, 1988; Coll-Andreu 1 cols, 1991; Coll-Andreu i cols,

1993; Costa-Miserachs 1 cols, 1993; Costa-Miserachs, 1994; Prunell i cols,

1994; Escorihuela i cols, 1995; Sanchez i cols, 1998).

V. Altres tests

Bateria d’observacio funcional “FOB”

La bateria d’observacid funcional va ser adaptada per nosaltres a partir de la
realitzada per I’EPA (US Environmental Protection Agency 1985, 1991b). Aquesta
avaluacid permet obtenir un index de estat general, molt util a I’hora de poder
afirmar si els animals presenten signes de toxicitat deguts al tractament, ja que els

comparem amb el grup control. Les variables que varem observar eren les seglients:
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I. Observacions realitzades en el recinte d’exploracio

1- Postura de I’animal quant es observat per primera vegada:
a) Assentat o de peu sobre les seves quatre potes, dues potes
("rearing") o dormit (puntuacio 1)
b) Arreplegat o jaient (puntuacio 2)
¢) Lleuger balanceig en posicio de peu (puntuacio 3)
d) Balanceig exagerat o caiguda del cap tot i estar en posici6 de peu
(puntuacié 4)
e) Jaient aplanat amb les extremitats escampades (puntuacio 5)

f) Estirat boca amunt, amb les extremitats cap amunt (puntuacio 6)

2- Exploracié de la marxa. Si I’individu no es mou durant els 2 primers
minuts, se li pot donar una empenta (amb cura) per valorar aquest item.
a) Marxa normal (puntuacio 1)
b) Ataxia, excessiu balanceig (puntuacio 2)
c¢) Les extremitats posteriors mostren moviments exagerats o sobre
compensacid, o son arrossegats (puntuacio 3)
d) Els peus estan marcadament fora del cos (puntuacio 4)
e) Les extremitats anteriors estan esteses o son incapaces de suportar
el pes corporal (puntuacié 4)
f) Caminar de puntetes (puntuacio 5)
g) Arreplegat o acotxat (puntuacio6 6)

h) Arrossega el cos o esta escampat al terra (puntuaci6?7)

3- Anormalitats de la marxa
a) Normal (puntuacié 1)
b) Lleugerament anormal (puntuacié 2)
¢) Moderadament anormal (puntuacio 3)

d) Severament anormal (puntuacio6 4)

4- Estat de vigilancia (“Arousal”)
a) Molt baix (coma, estupor) (puntuacié 1)

b) Baix, algun moviment del cap o corporal present (puntuacio 2)
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¢) Deprimit, alguns moviments exploratoris estan presents amb
periodes de immobilitat (puntuacio 3)

d) Normal (puntuacio 4)

e) Alt (“freezing” espontani ) (puntuacié 5)

f) Molt alt (salts bruscos, o corre ) (puntuacio 6)

5- Tancament palpebral
a) Ulls oberts (puntuacio 1)
b) Ulls una mica tancats (puntuacio 2)
¢) Ulls tancats fins la meitat (puntuacio 3)

d) Ulls completament tancats (puntuacio6 4)

6- Aixecament (“Rearing”). Es comptabilitza el numero total d’aixecaments

en 2 minuts.

7- Autoneteja, “Poliment”o “gromming”. Es comptabilitza el nimero total de
vegades que I’individu passa la seva pota per la seva cara per netejar-se o

rascar-se els ulls en 2 minuts.

8- Moviments clonics
a) No existeixen (puntuacio 1)
b) Tremolors en les extremitats, orelles, cap o pell (puntuacié 2)
¢) Moviments repetitius de la boca o mandibules (puntuacié 3)
d) Tremolor lleuger (puntuacié 4)
e) Tremolors severs o generalitzats (puntuacié 5)
f) Sacsejades seques (puntuacio 6)
g) Mossegades miocloniques (puntuacio 7)

h) Convulsions cloniques (puntuacié 8)

9- Moviments tonics (caracteritzats per la contraccié muscular mantinguda)
a) Abséncia (puntuacio 1)
b) Contraccid dels extensors (extremitats rigides i estirades)
(puntuacio 2)

c¢) Opistotons (cos arquejat cap a I’esquena) (puntuacié 3)
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d) Emprostotons (cos arquejat cap a baix) (puntuacio6 4)
e) Salts explosius (els 4 peus abandonen el terra) (puntuacio 5)
f) Convulsions tonico-cloniques que resulten en disnea,

depressid postictal, o mort (puntuacié 6)

II. Respostes a la manipulacié (“handling”). S’avaluen en el moment en que

I’animal és retirat del recinte d’exploracio

10- Facilitat per treure I’individu del recinte.
a) Molt facil, I’animal resta quiet (puntuacio 1)
b) Moderadament facil, 1’animal emet vocalitzacions perd no
defuig a I’experimentador (puntuacié 2)
¢) Moderadament dificil, I’animal s’aixeca sobre les seves dues potes
(“rearing”) sovint seguint la ma de I’investigador (puntuacio 3)
d) L’animal fuig (puntuacié 4)
e) Molt dificil, ’animal corre al llarg del perimetre del recinte

(puntuacié 5)

11-Reactivitat a la manipulacio
a) Poca resisténcia a la manipulacié (puntuacio 1)
b) Moderada (puntuacié 2)
¢) Moderadament alta, I’animal experimenta tremolors (“freezing”) o
esta rigid en la ma de I’experimentador (puntuacio 3)

d) Alta, intenta mossegar, trepar (puntuacié 4)

12- Salivacio
a) Cap (puntuacié 1)
b) Lleu (puntuaci6 2)

¢) Severa (puntuacio 3)

13- Llagrimeig
a) Cap (puntuacio 1)
b) Lleu (puntuaci6 2)
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¢) Severa (puntuacio 3)

14- Piloereccid
a) Abseéncia (puntua 0)

b) Preséncia (puntua 1)

15- Miccions (nombre de miccions durant els 2 minuts d’avaluacio)

16- Defecacions (nombre de defecacions durant els 2 minuts d’avaluacio)

*Aquelles proves sense valors de rang corresponen a variables quantitatives

en un interval fix de temps.

V1. Analisi de concentracio de Mn en el SNC

En D’experiment on avaluavem els efectes de 1’exposicid cronica a Mn,
després de 19 setmanes de tractament i un cop avaluat el comportament, es va
procedir al sacrifici de tots els animals. Es va extreure el cervell separant els
hemisferis 1 el cerebel. L’hemisferi dret va ser processat per al calcul de
concentracions de Mn per espectofotometria atomica d’induccié de plasma acoblat
(ICP: Inducci6 de Plasma Acoblat, Thermo Jarrel ASH, PolyScan 61E).

Préviament les mostres van ser digerides quimicament. Aquest procés es basa
en la destruccid de la materia organica continguda en aquestes mostres, amb
I’objectiu de minimitzar les possibles interferéncies produides per la preséncia de
residus organics en la determinaci6 analitica dels elements inorganics.

Es van agafar, quan la quantitat de mostra disponible ho permetia, 0.5 g. de
teixit per ’analisi (dues mostres per animal, una de cervell i una de cerebel).
S’apuntava el pes de cada mostra i es col.locaven en tubs de pirex, degudament
identificats. Es van posar en cada tub 2 ml d’acid nitric al 65% i es deixaven en
predigestio a temperatura ambient aproximadament 24 hores. Un cop finalitzada la
predigestio, digeriem el contingut a 80°C, un temps variable (aproximadament 10
hores), fins que el teixit estava dissolt. Seguidament, pujavem la temperatura fins a

135°C per facilitar I’evaporacié aproximadament 2 hores o fins arribar al 50% del
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volum inicial. A continuacié, deixavem refredar les mostres i afegiem en cada tub
0.5 ml d’acid percloric (HCIO,4) 1 es calentaven els tubs a 100°C durant 2 hores.
Després, es pujava la temperatura a 180°C per permetre la seva evaporacio a fi de
deixar aproximadament 1 ml de volum de mostra. A continuacid, diluiem fins un
volum total de 10 ml amb aigua bidestil.lada (MQ). Es procedia a I’emmagatzematge
a —20°C fins al moment de la seva lectura (Sanchez 1 cols, 1997; Gomez i cols,
1998).

Amb I’objectiu de valorar la possible contaminaci6é ambiental originada per la
manipulacid i els compostos quimics utilitzats, es van assignar tubs controls sense

material organic, 1 amb idéntic processament que els anteriors.

VIL. Analisi de corticosterona en sang

En DI’experiment on avaluavem els efectes dels diferents tipus d’estrés en
adults, en el moment del sacrifici dels animals, i un cop acabades totes les proves
conductuals, es va extreure de cadascun sang de la vena porta (aproximadament 2
ml) i es va guardar en tubs esteérils amb anticoagulant EDTA. Seguidament, es van
centrifugar a 3000 r.p.m. durant 10 minuts. Es va extreure el plasma i es va guardar
en “eppendorffs”, degudament identificats, a —70°C fins el moment del seu analisi.
L’analisi es va efectuar utilitzant el Kit RIA I'* -ImmuChen™ Double Antibody-,
per rates i ratolins (ICN Biomedicals, Inc, CA, USA).

Per I’analisi, les mostres i els reactius es van deixar a temperatura ambient. Es
va diluir el plasma de les rates a 1:200 (10 pl de plasma fins a 2 ml de diluent). El
procediment seguit va ser el seglient: es van col.locar 0.1 ml del contingut obtingut
per cada mostra en tubs degudament identificats. A més a més de les mostres, es van
col.locar dos tubs de diluent i dos tubs “blancs” o control i 10 tubs amb els patrons
necessaris per 1’analisi. A continuacid, es va afegir a tots els tubs 0.2 ml de

corticosterona marcada (I'*

). Seguidament, i excepte en els tubs amb només diluent,
es van afegir 0.2 ml d’anticos per corticosterona, agitant el contingut obtingut amb
vortex 1 deixant incubar a temperatura ambient durant 2 hores. Transcorregudes les 2
hores es va afegir a tots els tubs 0.5 ml de soluci6 de precipitat agitant el nou
contingut amb vortex altra vegada. Tots els tubs eren centrifugats a 2300-2500 r.p.m.

durant 15 minuts. Un cop centrifugats es decantava el contingut dels tubs i
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s’analitzava el precipitat en un comptador gamma (Cobra II. Auto-Gamma, Packard

Instruments Company, INC, USA).

VIII. Valoracio del pes de les glandules adrenals

Al final de I’experiment i en el moment del sacrifici dels animals, es varen
extraure les glandules adrenals per valorar-ne les possibles diferéncies de pes entre
grups. Un cop extretes es dipositaven en un recipient degudament identificat i es
deixaven sense tapar a temperatura ambient 12 h. A ’endema es posaven 4 hores en
estufa a una temperatura de 40°C per a assecar-les totalment i seguidament es

pesaven en una bascula de precisio.
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3. Metodologia especifica.

A continuaci6 es descriu la metodologia seguida en cadascun dels 4 experiments

realitzats.

3.1. Estudis de fase II.

Els estudis anomenats de fase-II estan adrecgats a avaluar els efectes teratogenics

del toxic durant el periode d’organogenesi.

3.1.1. Efectes materno i feto-toxics de I’exposicio prenatal a hidrocortisona (HC)

i manganeés (Mn).

Per aquest estudi es van utilitzar 78 ratolins gestants de la soca Swiss que
estaven sota condicions estandard d’estabulari. Les femelles prenyades van ser
distribuides a I’atzar en 8 grups diferents, depenent de la dosi de Mn que havien de
rebre i si rebien 0 no HC: grup control, grup control amb HC, grup tractat amb Mn a
dosi baixa, grup tractat amb Mn a dosi mitja, grup tractat amb Mn a dosi alta, grup
tractat amb Mn a dosi baixa més HC, grup tractat amb Mn a dosi mitja més HC i
grup tractat amb Mn a dosi alta més HC.

El dia 6 de gestacio, després de pesar a tots els animals gestants es va
comencar a administrar el Mn 1 ’HC diariament, i fins el dia 17. Cada dia es
pesaven els animals i s’ajustaven les dosis al seu pes. També pesavem diariament el
menjar que consumien durant el tractament. Tots els animals van tenir lliure accés a

menjar i aigua.

Les dosis de Mn estaven basades en resultats d’estudis previs que mostraven
que el NOAEL per la toxicitat materna en ratolins era de 4 mg/kg/dia de
MnCl,x4H,0, mentre que el NOAEL per la toxicitat embriofetal era de 2 mg/kg/dia
(Sanchez i cols, 1993). L’HC era administrada en dosis similars a les descrites en

situacions d’estres lleuger o moderat (Magarinos i McEwen, 1995).
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La distribuci6 dels animals gestants, les concentracions de Mn 1 les

concentracions d’HC administrades eren les segiients:

Grup I: Control no tractat (11 animals). Van rebre durant el periode de tractament
(del dia 6 al 17 de gestacid) via subcutania, una injeccié de sérum sali (vehicle
del Mn) ajustada a 0.2 ml per 35 g d’animal, 1 una injeccid de solucio a I’1%

d’etanol (vehicle de ’HC) ajustada a 0.1 ml per 35 g d’animal.

Grup II: Control amb HC (10 animals). Van rebre per via subcutania durant el
periode de tractament (del dia 6 al 17 de gestacid) una injeccié de serum sali
ajustada a 0.2 ml per 35 g d’animal 1 una injeccié de HC rebent una dosi diaria de

5 mg/kg/dia.

Grup III: Tractat amb Mn (8 animals), van rebre per via subcutania, durant el
periode de tractament (del dia 6 al 17 de gestacid), dosis de 1 mg/kg/dia de
MnCl,x4H,0 1 soluci6 a 1’1% d’etanol ajustada a 0.1 ml per 35 g d’animal.

Grup IV: Tractat amb Mn (11 animals), van rebre per via subcutania, durant el
periode de tractament (del dia 6 al 17 de gestacid), dosis de 2 mg/kg/dia de
MnCl,x4H,0 1 soluci6 a 1’1% d’etanol ajustada a 0.1 ml per 35 g d’animal.

Grup V: Tractat amb Mn (11 animals), van rebre per via subcutania, durant el
periode de tractament (del dia 6 al 17 de gestacid), dosis de 4 mg/kg/dia de
MnCl,x4H,0 1 soluci6 a 1’1% d’etanol ajustada a 0.1 ml per 35 g d’animal.

Grup VI: Tractat amb Mn i amb HC (7 animals), van rebre per via subcutania,
durant el periode de tractament (del dia 6 al 17 de gestacio), dosis de 1 mg/kg/dia
de MnCl,x4H,0 i HC a dosi de 5 mg/kg/dia.

Grup VII: Tractat amb Mn i amb HC (11 animals), van rebre per via subcutania,
durant el periode de tractament (del dia 6 al 17 de gestacio), dosis de 2 mg/kg/dia
de MnCl,x4H,0 i HC a dosi de 5 mg/kg/dia.
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Grup VIII: Tractat amb Mn i amb HC (7 animals), van rebre per via subcutania,
durant el periode de tractament (del dia 6 al 17 de gestacio0), dosis de 4 mg/kg/dia
de MnCl,x4H,0 i HC a dosi de 5 mg/kg/dia.

El dia 18 de gestacio, es pesaven les femelles gestants i es sacrificaven per
dislocacio cervical. Es realitzaven cesaries 1 s’extreien els uters, fetge 1 ronyons. Es
van valorar els parametres de toxicitat materna i embrio-fetal descrits anteriorment.
També es van avaluar els defectes esquelétics i viscerals després de sotmetre els fetus
vius a un procés de transparentacio i tincié amb vermell d’alizarina S o de fixacié en

soluci6 de Bouin, respectivament.

3.2. Estudis de fase III.

Els estudis anomenats de fase-III basicament avaluen els efectes toxics en el

desenvolupament.

3.2.1. Efectes de I’exposicio prenatal a Mn i estres en el desenvolupament

postnatal.

Per a la realitzacio d’aquest estudi es van utilitzar 63 mares gestants, que van
poder portar a terme tot el periode de gestacid. Els animals utilitzats eren ratolins
femelles de la soca Swiss que estaven sota condicions habituals d’estabulari. Les
femelles positives eren distribuides a 1’atzar en 6 grups de tractament diferents
depenent de la dosi de Mn que havien de rebre i si havien d’estar sotmesos a estres o
no. Els grups de tractament eren els segiients: grup control, grup control estressat,
grup tractat amb Mn a dosi baixa, grup tractat amb Mn a dosi alta, grup tractat amb
Mn a dosi baixa i sotmes a estres, 1 grup tractat amb Mn a dosi alta i sotmes a estres.

Les dosis de Mn estaven basades en resultats d’estudis previs que mostraven
que el NOAEL per la toxicitat materna en ratolins era de 4 mg/kg/dia de
MnCl,x4H,0, mentre que el NOAEL per la toxicitat embriofetal era de 2 mg/kg/dia
(Sanchez i cols, 1993).
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Al dia 6 de gestacid i1 després de pesar a tots els animals gestants, es va
comengar a administrar el Mn, 1 a sotmetre als animals a estrés per immobilitzacio
durant 2 hores pel mati (10:00-12:00), depenent del grup a que pertanyien,
diariament durant tot el periode de tractament (dies 6 al 17 de gestacid) (McCormick
i cols, 1995). Cada dia es pesaven els animals i s’ajustaven les dosis al seu pes.
També¢ es controlava diariament el pes del menjar que consumia cada animal durant
tot el tractament. Tots els animals van tenir lliure accés al consum d’aigua i menjar.

La distribucid dels animals gestants, les dosis de Mn i I’estrés van ser les

seguents:

Grup I: Control no tractat (12 animals). Van rebre durant el periode de tractament
(del dia 6 al dia 17 de gestacid), per via subcutania una injecci6 diaria de seérum

sali ajustada a 0.2 ml per 35 g d’animal.

Grup II: Control estrés (10 animals). Van rebre durant el periode de tractament
(del dia 6 al dia 17 de gestacio), per via subcutania una injeccid diaria de serum
sali ajustada a 0.2 ml per 35 g d’animal. Seguidament, eren sotmesos a estres per
immobilitzacié durant un periode de 2 hores (10:00-12:00). Per sotmetre’ls a

I’estres es van col.locar els animals en les gabies d’immobilitzacié ja descrites.

Grup III: Tractat amb Mn (11 animals). Van rebre durant el periode de tractament

(del dia 6 al dia 17 de gestacid), per via subcutania 1 mg/kg/dia de MnCl,x4H,0.

Grup IV: Tractat amb Mn (12 animals). Van rebre durant el periode de
tractament (del dia 6 al dia 17 de gestacid), per via subcutania 2 mg/kg/dia de
MnC12x4H20.

Grup V: Tractat amb Mn 1 sotmesos a estrés (8 animals). Van rebre per via
subcutania i durant el periode de tractament (del dia 6 al 17 de gestacid) 1
mg/kg/dia de MnCl,x4H,0. Seguidament, eren sotmesos a estrés per
immobilitzacié durant un periode de 2 hores (10:00-12:00), col.locant-los en les

gabies d’immobilitzacio.
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Grup VI: Tractat amb Mn i sotmesos a estrés (11 animals). Van rebre per via
subcutania 1 durant el periode de tractament (del dia 6 al 17 de gestacio) 2
mg/kg/dia de MnClLx4H,O. Seguidament eren sotmesos a estrés per
immobilitzacié durant un periode de 2 hores (10:00-12:00), col.locant-los en les

gabies d’immobilitzacio.

A més a més del control del menjar i del pes dels animals gestants, també es van
registrar si es produien morts, avortaments i/o parts prematurs.

Es va deixar a les femelles portar a terme la gestacié (dia 19) i alletar les cries
fins els 21 dies. Es van controlar les variables del desenvolupament ja descrites,
nim. de cries vives 1 mortes al dia 1, index de viabilitat, index de lactancia, sexe i1 pes
de les cries els dies 4, 8, 12 1 21. Parametres del desenvolupament fisic:
desplegament del pavell6 auditiu, erupcid d’incisius, obertura d’ulls, descens de
testicles i obertura de vagina. Maduracié neuromotora: reflex d’adregcament, geotaxi,

forga a les extremitats anteriors. Valoracioé de la cura materna dies 1 1 3 postnatal.

Al dia 45 postnatal, es va escollir a 1’atzar un mascle i una femella de cada
ventrada i se’ls va aplicar el test del Camp Obert. Es col.locava a 1’animal al centre
del recinte 1 se’l deixava deambular Iliurement durant 30 minuts. Es va registrar la
distancia recorreguda en el total del recinte 1 la distancia i temps que 1’animal estava
al centre del recinte i a la periféria. També es registraven el nimero de defecacions

de ’animal durant 30 minuts.

Al dia 75 postnatal es tornava a mesurar la for¢a, amb un mascle 1 una femella de

cada ventrada, i s’aplicava la prova del rotarod.
A dia 80 postnatal s’aplicava el test d’Evitacido Passiva, en un mascle 1 una

femella de cada ventrada, registrant les laténcies T1 1 T2 de cada animal. També es

registraven les defecacions de 1’animal.
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3.3. Estudis amb adults.

3.3.1. Efectes de I’exposicio cronica d’adults a Mn i estres.

Per aquest estudi es van utilitzar 90 rates mascle de la soca Sprague Dawley
d’un pes inicial de 250-300 gr. Els animals van estar en quarantena 7 dies i se’ls va
col.locar sota condicions estandard d’estabulari. Després d’aquest periode
d’acomodacid, es van pesar els animals 1 es van dividir aleatoriament en 6 grups de
tractament segons la dosi de Mn a rebre, 1 segons si havien d’estar sotmesos o no a
estrés. El Mn era dissolt en aigua de beguda. L’estrés al que eren sotmesos els
animals era 1’estrés per immobilitzacio ja descrit.

Durant el periode d’acomodacié es va calcular el que menjaven i el que

bevien els animals. També es va fer un seguiment del pes dels mateixos.

La distribuci6 dels animals en els grups de tractament, les dosis de Mn dissolt

en ’aigua de beguda i I’estreés al que eren sotmesos els animals eren els segiients:

Grup I (15 animals): control no tractat

Grup II (15 animals): control estressat. Els animals eren sotmesos a estrés per

immobilitzacié durant 2 hores 5 dies a la setmana.

Grup I (15 animals): tractats amb Mn. El Mn era dissolt en aigua de beguda a
dosi de 1000 mg/kg/dia de MnCl,x4H,O0.

Grup IV (15 animals): tractats amb Mn. El Mn era dissolt en aigua de beguda a
dosi de 2000 mg/kg/dia de MnCl,x4H,O0.

Grup V (15 animals): tractats amb Mn i sotmesos a estrés. El Mn era dissolt en
aigua de beguda a dosi de 1000 mg/kg/dia de MnCl,x4H,O 1 els animals eren

sotmesos a estrés per immobilitzacié durant 2 hores, 5 dies a la setmana.
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Grup VI (15 animals): tractats amb Mn i sotmesos a estrés. El Mn era dissolt en
aigua de beguda a dosi de 2000 mg/kg/dia de MnCl,x4H,0 1 els animals eren

sotmesos a estrés per immobilitzacié durant 2 hores, 5 dies a la setmana.

Durant les 19 setmanes que va durar el tractament, tots els animals van tenir
lliure accés tant al menjar com a ’aigua. Es va fer un control de pes dels animals
setmanal. També es calculava setmanalment la ingesta de menjar i el consum
d’aigua.

Les dosis de Mn en aigua de beguda estan basades en estudis anteriors (0, 10 i
20 mg/ml) 1 calculades pels nostres animals segons el que consumien d’aigua
(Pappas i cols, 1997; Lai i cols, 1999). El model d’estres utilitzat en aquest estudi
tamb¢ esta basat en investigacions anteriors d’altres autors (Dahbhar i cols,

1996).

Durant el tractament, el comportament animal es va valorar amb la Bateria
Funcional d’Estudi “FOB” adaptada per nosaltres, els dies 15, 30, 60 i 90. Un
cop finalitzat el periode de tractament, es va sotmetre els animals a diferents

proves conductuals:

Camp obert, on es feia una valoraci6 de I’activitat horitzontal, vertical i
defecacions com a index de reactivitat. Aquesta prova es feia amb llum
intensa (bombeta de 245V-100W) durant 15 minuts.

Laberint d’aigua, on es valorava I’aprenentatge espacial dels animals. La
prova I’administravem segons el nostre protocol. La temperatura de 1’aigua
era de 19-22°C.

Evitacio passiva, on es valorava I’aprenentatge dels animals 1 el record, a més

de les defecacions com a index de reactivitat.
Un cop finalitzades les proves conductuals es va procedir al sacrifici dels

animals, extraient 1’encéfal 1 guardant I’hemisferi dret a —20°C per la determinacié de

Mn en cervell 1 cerebel.
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3.3.2. Efectes neuroconductuals de dos tipus d’estrés: immobilitzacio i soroll.

Per aquest estudi es van utilitzar 45 rates mascle de la soca Sprague Dawley
amb un pes inicial de 250-300 g. Els animals va estar en quarantena 7 dies i se’ls va
col.locar sota condicions estandard d’estabulacio.

Després del periode d’acomodacid, es van pesar els animals i es van dividir
aleatoriament en 4 grups de tractament segons el tipus d’estrés que havien de rebre:
grup control, grup estressat per immobilitzacid, grup estressat per soroll continu, i
grup estressat per soroll intermitent (mitjancant I’emissor d’ultrasons ‘“Radarcan”).
La distribuci6 dels animals als grups de tractament i I’estres al que eren sotmesos van

ser els segiients:

Grup I (11 animals): grup control no estressat.

Grup II (10 animals): grup estressat per immobilitzacid. Els animals eren
sotmesos a estrés per immobilitzacié durant 2 hores, 5 dies a la setmana durant

21 dies.

Grup I (12 animals): grup estressat per soroll continu. Els animals eren
sotmesos a estrés per soroll (sense interrupcions) durant 2 hores, 5 dies a la

setmana durant 21 dies.

Grup IV (12 animals): grup estressat per soroll intermitent. Els animals eren
sotmesos a estres per soroll de manera intermitent durant 5 dies a la setmana, de
manera que cada sessi6 d’estrés era de 2 hores de soroll, distribuides en un

periode de 6 hores; €s a dir, a intervals del 33%.

Durant els 21 dies que va durar el tractament, els animals tenien lliure accés a
menjar i aigua. Setmanalment es controlava el pes dels animals aixi com la ingesta de
menjar i el consum d’aigua.

El model d’estrés per “restraint” utilitzat, estava basat en estudis anteriors
d’altres autors (Dahbhar i cols, 1996). Els models d’estrés per soroll continu i

intermitent utilitzat en aquest experiment també estava basat en estudis previs
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(Kimmel i cols, 1976; Nawrot i cols, 1980; Alario i cols, 1987; Paparelli i cols, 1992;
Gesi i cols, 1999).

Un cop finalitzat el periode de tractament (21 dies), es va sotmetre als animals a

les segiients proves conductuals:

Camp obert, on es feia una valoraci6 de I’activitat horitzontal, vertical i
defecacions, com a index de reactivitat. Aquesta prova es feia amb llum intensa

(bombeta de 245V-100W) i durant 15 minuts.

Evitacid activa, on es mesurava I’aprenentatge/memoria dels animals. La prova
durava 4 dies consecutius, els dos primers dies la intensitat del xoc eléctric era de

0.4 mA, mentre que els darrers dos dies era de 0.6 mA.
Un cop finalitzades les proves conductuals es procedia al sacrifici dels animals,

extraient les glandules adrenals 1 2 ml de sang de la vena cava pels posteriors

analisis.
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4. Tractament estadistic de les dades.

Per I’avaluacio estadistica de les dades es va utilitzar el paquet informatic

estadistic SPSS per PC, versi6 9.0.1.

Per evitar atribuir al tractament diferéncies degudes a 1’atzar es va treballar
amb un nivell de significaci6 del 5% (p < 0.05). D’aquesta manera, quan s’afirma
que existeixen diferéncies entre els grups de tractament, es fa amb una probabilitat
d’encert del 95%. Es calculaven en primer lloc, els descriptius de totes les variables
(mitjanes 1 desviacions estandard). Com la majoria de les dades estudiades seguien
una distribucid normal, es va aplicar el test de Levene per avaluar si existia
homogeneitat en la variancia d’error. Quan s’acceptava la hipotesi nul.la, és a dir que
no existien diferéncies entre les dades, volia dir que estavem davant d’unes dades
homogenies. S’aplicava llavors un ANOVA (analisi de la variancia). Quan el test de

Levene era significatiu es realitzaven tests no parametrics: Kruskal-Wallis.

En els casos en que ’ANOVA donava diferéncies significatives entre els
grups, es feien proves de comparacions multiples entre grups o proves “post-hoc’:
LSD (fase-II), Bonferroni (fase-11I) o HSD de Tuckey (experiments amb adults). En
els casos en que no es complia la condici6 d’homogeneitat de la variancia, les
comparacions es van realitzar mitjancant el test no parameétric de la U de Mann-

Whitney.

En els estudis de desenvolupament, la ventrada era la unitat d’analisi (fase-1I i
fase-III). Els tests ’ANOVA es van realitzar amb dues variables (dosi de Mn i
estres).

En I’estudi de Mn en adults, els ANOVA també es van realitzar amb dues
variables (dosi de Mn i estres). S’utilitzava ANOVA amb mesures repetides quan
voliem analitzar la diferéncia entre grups respecte a la progressié dels animals en
alguna prova que se’ls feia repetir.

En I’estudi en adults sobre els diferents tipus d’estres, I’ANOVA realitzat era

a un nivell (tipus d’estrés). També s’utilitza ANOVA amb mesures repetides quan es
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volia analitzar la diferéncia entre grups respecte a la progressié dels animals en
alguna prova que se’ls feia repetir.

Es van efectuar correlacions bivariants entre algunes de les variables
estudiades, quan es volia avaluar si existien correlacions lineals entre elles mitjangant
el coeficient de correlacié de Pearson. Es feien correlacions parcials quan es volia
estudiar relacions lineals entre variables, traient la influéncia d’una tercera variable

també amb el coeficient de correlacio de Pearson.
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IV.  RESULTATS

1. Efectes materno i feto-toxics de I’exposicié prenatal a hidrocortisona (HC) i

manganés (Mn).

Es va valorar la toxicitat materna (taules IV.1, IV.2, IV.3), i la toxicitat
embriofetal (taules IV.4, IV.5) en ratolins exposats del dia 6 al 17 de gestacio a
hidrocortisona (HC), manganeés (Mn), i HC combinada amb Mn, a dosis de 0 1 5
mg/kg/dia d’HC 10, 1, 2 1 4 mg/kg/dia de clorur de mangangés.

Toxicitat materna

A la taula 1IV.1 es pot veure el guany de pes corporal dels ratolins gestants
per cada grup de tractament. En els dies 0-6 de gestacid, en que els animals no
havien comengat el tractament, no existeixen diferéncies significatives entre grups.
Tanmateix, si existeixen diferéncies entre grups durant els dies 7-18 de gestacio. En
aquest sentit, el grup control té un guany de pes més alt, diferint significativament
del grup tractat amb la dosi de 4 mg/kg/dia de Mn, el qual t¢ un guany de pes
corporal més baix. Quan el grup tractat amb la dosi 4 mg/kg/dia rep a més a més HC
(5 mg/kg/dia), aquest difereix encara més del grup control, ja que el guany de pes
corporal €s encara més baix.

Si dividim el periode dels dies 7 al 18 de gestacié en subperiodes: del 7 al 9,
del 10 al 12, del 13 al 15 i del 16 al 18, veiem que apareixen diferéncies
significatives respecte al grup control en quasi tots els subperiodes de tractament.
Existeix un efecte significatiu del Mn en els subperiodes dies 7-9, 13-15 1 16-18
(p<0.05, p<0.001, p<0.001) i un efecte de la HC en els mateixos periodes (7-9, 13-
15, 16-18) (p<0.001, p<0.001, p<0.05). També existeix un efecte significatiu de la
interaccio (Mn x HC) durant aquests periodes (p<0.05, p<0.001, p<0.01).



Taula IV.1. Guany de pes corporal en ratolins exposats a Mn i hidrocortisona durant els dies de gestacid 6-18.

Hidrocortisona 0 0 0 0 5 5 5 5
(mg/kg/dia)

Clorur de Mn 0 1 2 4 0 1 2 4
(mg/kg/dia)

Nombre d’animals

gestants 11 8 11 11 10 7 11 9
Dies de gestacio Guany de pes corporal (g)

0-6 4.09+1.04 3.50+0.76 3.82+0.87 4.55+1.29 4.80+1.32 3.86+0.69 4.55+0.69 4.33+1.22
7-9 1.73+0.65%  1.88£0.64"  0.45+0.69°  1.64+1.12%  1.73£1.17°°  0.43£0.53®  0.45£0.82°  0.22+0.67
10-12 3.55£1.13 4.50+0.93 4.00+1.26 3.45+1.04 3.10+1.17 3.86+0.38 3.82+1.25 4.78+1.72
13-15 4.82+0.98* 6.50+0.93* 5.73+1.01™ 3.27+1.56°  4.40+0.70%°  5.57+1.51*  4.55+0.69°°  -0.22+1.86"
16-18 5.73£1.49°  6.881.13*  4.91£1.92°  0.09+2.84°  5.40+1.35°  4.00£1.15°  4.55£1.29  0.11+0.93°
7-18 22.27+2.94*  26.88+£2.36"  21.82+3.76  13.64+5.4° 20.404£3.13° 19.86+4.30°  18.64+3.44° 7.33+2.06°

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard. Valors en una mateixa fila que mostren diferents superindex (

diferéncies estadisticament significatives al 95% (p<0.05).

a,b,c,d, e

) presenten



Tot 1 que es van trobar diferéncies entre grups en quant al guany de pes
corporal (taula IV.1), no es van detectar diferéncies significatives entre les mitjanes

dels grups de tractament en la ingesta de menjar (taula 1V.2).

En quant a la variable pes corporal al final de la gestacio (taula IV.3), hi ha
diferéncies degudes a un efecte del Mn (p<0.001) i de la HC (p<0.001). El pes de
I’tater gravid també difereix significativament segons el grup de tractament. Els grups
amb pes més baix han estat els tractats amb la dosi més alta de Mn (4 mg/kg/dia), i
aquesta disminucid encara és més important quan aquesta dosi va acompanyada
d’HC (5 mg/kg/dia). En aquesta variable hi ha un efecte del Mn (p<0.001), de ’'HC
(p<0.001) i de la interacci6 (Mn x HC) (p<0.01).

Pel que fa al pes corporal corregit (faula IV.3), tot 1 que existeixen algunes
diferéncies entre grups, no hi ha diferéncies entre les mitjanes dels grups tractats i el
grup control.

El canvi de pes corporal corregit (faula IV.3) esta afectat pel Mn i la HC,
trobant diferéncies entre els grups tot i que no son significatives respecte el grup
control.

Malgrat no haver-hi diferéncies entre grups respecte al pes del fetge (pes
absolut), si apareixen diferéncies en el pes relatiu d’aquest organ, afectat pel factor
Mn (p<0.001) 1 per la interaccid6 (Mn x HC) (p<0.05). El pes relatiu més alt
correspon als animals tractats amb la dosi més alta de Mn (4 mg/kg/dia). De la
mateixa manera tampoc es troben diferéncies entre grups en el pes dels ronyons (pes
absolut), perd quan valorem les mitjanes dels grups segons el pes relatiu, aquest esta
augmentat en els grups exposats a la dosi més alta de Mn (4 mg/kg/dia) respecte al
grup control. Aquestes diferéncies eren degudes a un efecte del Mn (p<0.001) i la

HC (p<0.001) (taula 1V.3).



Taula IV.2. Ingesta d’aliment en ratolins exposats a Mn i hidrocortisona durant els dies de gestacio 6 al 18.

Hidrocortisona 0 0 0 0 5 5 5 5
(mg/kg/dia)

Clorur de Mn 0 1 2 4 0 1 2 4
(mg/kg/dia)

Nombre d’animals

gestants 11 8 11 11 10 7 11 9

Dies de gestacio Menjar consumit (g)

0-6 55.98424.72  32.2242.41  41.25430.26  45.3249.88 43.31+5.79 31.10£2.49  29.30+15.35 45.61+25.37
7-9 16.83+5.16 15.83+0.29 19.5349.38 18.454+3.46 19.46+6.08 16.58+1.28 20.42+5.02  27.39+17.60
10-12 18.75+7.73 16.89+0.84 16.22+0.48 16.934+5.38 19.63+4.50 17.38+1.38 19.73+6.62 19.03+8.44
13-15 16.5543.03 20.424+2.24 18.83+1.81 17.4543.07 19.25+6.22 21.2942.73 21.83+7.27 23.25+4.02
16-18 20.92+5.07 24.56+1.90 21.03+1.06 18.67+4.31 23.2946.57 23.834+2.48 20.63+5.33  23.53%£10.17
7-18 73.05£17.59  77.69+1.81 75.61£9.29  71.50£13.58  81.63+20.10  79.08+5.96  82.62+19.78  93.19+£35.94

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard.



Taula IV.3. Efectes del Mn, I’hidrocortisona, i Mn més hidrocortisona en algunes variables maternes en ratolins gestants.

Hidrocortisona 0 0 0 0 5 5 5 5
(mg/kg/dia)
Clorur de Mn 0 1 2 4 0 1 2 4
(mg/kg/dia)
Nombre d’animals 11 8 11 11 10 7 11 9
gestants
Pes corporal al final de 54.73£3.20"  58.38+2.07°  53.55£4.39%  46.55+6.09  54.40+3.72%  52.00£5.29*°  50.82+3.92°  40.11x1.27
la gestacio (g)
Pes de I’uter gravid (g) 18.75£2.74*  22.66+2.70*  17.50+3.60* 8.39+6.01° 19.45+£2.26™  18.24+2.90*  17.29+2.74° 1.90+0.44¢
Pes corporal corregit (g)  35.98+1.51%  35.71£1.70*  36.04+1.70  38.16+£2.66"  34.8842.31°  33.76+3.06°  33.31+1.84°  38.35+1.19"
Canvi de pes corporal 7.62+1.08  7.71£2.26™°  8.13+1.24™°  9.80+2.59°  5.99£2.29" 5.47+2.57° 5.61£1.27° 9.98+1.63°
corregit (g)
Pes del fetge (g) 2.32+0.29 2.41£0.12 2.40+0.20 2.5540.28 2.19+0.19 2.19+0.33 2.08+0.23 2.37+0.18
Pes relatiu del fetge (%) 4.20+0.50° 4.10+0.30° 4.50+0.40° 5.50+0.80" 4.00+0.20° 4.20+0.50° 4.10+0.30° 5.90+0.30°
Pes dels ronyons (g) 0.40+0.02 0.36+0.02 0.39+0.02 0.49+0.05 0.41+0.03 0.40+0.06 0.41+0.04 0.47+0.05
Pes relatiu dels ronyons 0.70+0.10% 0.60+0.00" 0.70+0.10* 1.100.20° 0.70+0.10% 0.80+0.10* 0.80+0.10° 1.20+0.10°
(%)

a,b,c,d, e

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard. Valors en la mateixa fila que mostren diferents superindex ( ) presenten

diferéncies estadisticament significatives al 95% (p<0.05).



Toxicitat embriofetal

Els efectes de 1’administraci6 de Mn, HC i de Mn combinat amb HC a
ratolins gestants en les variables reproductives i fetals (externes) es mostren a la
taula IV 4.

No s’observen diferéncies estadisticament significatives en el nombre
d’implantacions, ni en la relaci6 entre mascles i femelles pels diferents grups.

Es va observar un increment significatiu del nombre total de reabsorcions per
ventrada 1 del percentatge de perdues postimplantacid, aixi com una reduccié del
nombre total de fetus vius en els animals exposats a Mn a 4 mg/kg/dia. Aquest
increment en el nombre total de reabsorcions va ser particularment notable en el grup
que a més a més rebia 5 mg/kg/dia d’HC, en el qual no va aparéixer cap fetus viu ni
mort. Aquestes diferéncies son degudes a I’efecte, estadisticament significatiu, del
Mn en les reabsorcions (p<0.001), en les perdues postimplantacioé (p<0.001) 1 en el
nombre de fetus vius (p<0.001); de la HC en les reabsorcions (p<0.001) i en les
perdues postimplantacio (p<0.05), i de la interaccid6 (Mn x HC) en les reabsorcions
(p<0.001), en el les perdues postimplantacié (p<0.001) i en el nombre de fetus vius
(p<0.001).

El pes corporal dels fetus també va disminuir en els animals que rebien Mn a
4 mg/kg/dia, o Mn a 2 mg/kg/dia combinat amb HC (5 mg/kg/dia). Aquestes
diferéncies entre grups eren degudes a efectes del Mn (p<0.001) o de la HC
(p<0.001), perod no de la interaccio.

En I’examen visceral dels fetus, no es va veure cap malformacio, ni per tant,
diferencies entre grups.

Els resultats de I’examen esquelétic es mostren a la taula IV.5. No es van
trobar diferéncies estadisticament significatives entre els grups en el nombre total de
retards en 1’ossificacié. En canvi, es van trobar alteracions en 1’ossificacié del
parietal i D’occipital, aixi com el xifoide (p<0.001), caudal (p<0.01), costelles,
metacarps 1 metatars (p<0.001), tots deguts al Mn. Es va observar tamb¢ un efecte de
la HC en l’ossificacié de I’occipital, mentre que no es va trobar cap efecte de la

interaccio entre Mn i HC en els defectes esquelétics.



Taula IV 4. Efectes de ’administracié d’hidrocortisona, Mn, i hidrocortisona més Mn a ratolins gestants en les variables reproductives i fetals.

Hidrocortisona 0 0 0 0 5 5 5 5
(mg/kg/dia)
Clorur de Mn 0 1 2 4 0 1 2 4
(mg/kg/dia)
Nombre de ventrades 11 8 11 11 10 7 11 9
Implantacions/ 12.09+2.17 13.50+1.41 11.55+1.51 9.36+3.85 14.40+1.26 12.57+1.90 13.09+2.34 11.67+3.04
ventrada
Fetus vius/ventrada 11.274+£1.9% 13.13+1.4° 9.09+£2.77¢ 3.45+4.14° 13.40+1.7° 12.434£1.99% 11.824+1.83* 0.00+0.00°
Fetus morts/ventrada 0.36+0.50° 0.13+0.35° 1.64+£1.63° 1.45+£2.34° 0.10+£032° 0.00+0.00° 0.55+0.93* 0.00£0.00°
Reabsorcions/ 0.45+0.69° 0.25+0.46" 0.82+0.87° 4.36+4.76° 0.90+0.88" 0.14+0.38" 0.73+0.65% 11.674+3.04°
ventrada
Pérdues 0.82+0.87% 0.38+0.74% 2.45£2.11° 5.91+5.09° 1.00+0.94% 0.14+0.38" 1.27£1.19% 11.6743.04°
postimplantacio/
ventrada (%)
Mitjana del pes dels 1.30+0.0° 1.35+0.07% 1.26+0.11%* 0.974+0.09° 1.16+0.06% 1.16+0.10%* 1.124.04¢ ———
fetus/ventrada (g)
Relacio mascles- 0.43+0.15 0.45+0.08 0.44+0.12 0.57+0.27 0.52+0.14 0.47+0.08 0.43+0.15 ———
femelles (M/M+F)

a,b,c,d

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard. Valors en la mateixa fila que mostren diferents superindex (

estadisticament significatives al 95% (p<0.05).

) presenten diferéncies



Taula IV.5. Efectes de I’administracié d’hidrocortisona, Mn, i hidrocortisona més Mn en els
defectes esquelétics dels fetus de ratoli.

Hidrocortisona 0 0 0 0 5 5 5 5
(mg/kg/dia)

Clorur de Mn 0 1 2 4 0 1 2 4
(mg/kg/dia)

Examen esquelétic

Nombre de

ventrades

examinades

esqueléticament

(fetus) 12(70)  7(47) 11(53) 6(19) 10(66) 8(44) 11(69) 0(0)

Nombre total de ~ 12(48)  7(43) 10(35) 6(19) 10(55) 8(42) 11(66) --
retards en
I’ossificacid

Parietal 000 000 0007 57" 0007  00)F 00y -
Frontal 00) 00 47  36) 209 34 1y -
Occipital 12 00  22* 57D  5(16)° 514 8(23)* -
Estérnum 8(34)  6(37) 9(23) 6(16)  8(38)  8(40) 11(54)  --
Xifoide 000 000 000 33" 11" 00F 11" -
Caudal 12 000 47" 408" 13" 00} 23)* -
Costelles 506 00 45  6(13)°  5(16)® 000  5(12)* -

Primer metacarp ~ 0(0)* 0(0)* 1(2)* 3(5)° 0(0)* 0(0)* 0(0)* -
Segon metacarp ~ 0(0)* 12" 24"  6(10)° 1(1)* 00 12 -
Tercer metacarp ~ 3(7)°  3(8)° 6(11)™ 6(16)* 22" 24" 7(18)® -
Primer metatars ~ 0(0)*  0(0)*  1(3)*  3(5)° 00" 00 00y -
Segon metatars  0(0)"  0(0)"  4(7)" 6(14° 12"  1(1)* 13" -
Tercer metatars  1(1)*  1(2)* 6(11)® 6(16)° 1Q2)* 36 59 -

Resultats en la mateixa fila que mostren diferents superindex ("¢

estadisticament significatives al 95% (p<0.05).

) presenten diferéncies



2. Efectes de ’exposicio prenatal a Mn i estrés en el desenvolupament

postnatal.

En aquest experiment es va avaluar la toxicitat materna (taula IV.6), la
toxicitat embriofetal, variables del desenvolupament (taula IV.7, 8) 1 altres
parametres relacionats (taules IV.9, 10, 11), i els efectes en la conducta (taules
V.12, 13, 18, 19; figures 1V.14, 15, 16, 17, 20, 21, 22) de cries de ratolins
exposades prenatalment, del dia 6 al 17 de gestacio, a estrés per immobilitzacid
(“restraint™) 2 hores per dia, 1 a Mn injectat per via subcutania a dosis de 0, 1 1 2

mg/kg/dia 0 ambdos; és a dir, estrés per immobilitzacido més Mn.

Toxicitat materna

No es van observar diferéncies estadisticament significatives entre grups en
quant al menjar consumit, el guany de pes i el pes al final de la gestacid, deguts a
I’efecte del Mn o de ’estres, en els ratolins gestants exposats a Mn i/o a estres (taula

IV.6).

Toxicitat embriofetal, variables del desenvolupament i altres parametres relacionats

No es van veure diferéncies significatives entre grups en la duracié de la
gestacio, el nombre de fetus per ventrada i en I’index de lactancia (taula IV.7).

Per contra, si es van observar diferéncies en I’index de viabilitat (fetus vius al
dia postnatal 4 / fetus vius al naixement) entre grups. Aquestes diferéncies eren
degudes a I’efecte del Mn (p<0.001), i indicaven un alt percentatge de mortalitat

postnatal en els animals tractats amb la dosi més alta de Mn (taula IV.7).



Taula IV.6. Ingesta de menjar i guany de pes corporal en ratolins exposats a Mn 1 estrés durant els dies 6 al 18 de gestacio.

Clorur de Mn (mg/kg/dia) 0 1 2 0 1 2
Estres per immobilitzacid - - - + + +
Nombre d’animals gestants 12 11 8 10 11 11
Menjar consumit (g/animal) 35.00+10.58 35.67+£9.07 35.40+8.85 38.07£5.34 31.00+6.44 39.43+5.77
entre els dies 0-6 de gestacio

Menjar consumit (g/animal) gy g3.568 71004520  79.80+14.18  83.86+7.73  76.80+536  79.4348.12
entre els dies 7-18 de gestacid

Menjar consumit (g/animal) 115.83+12.59 106.67+14.22 115.20£22.69  121.92+12.49 107.90+9.30 118.86+11.68
entre els dies 0-18 de gestacio

Guany de pes corporal (g) 4.66+0.89 4.36+0.84 4.21+0.80 4.81+0.87 4.72+0.64 4.54+1.03
entre els dies 0-6 de gestacio

Guany de pes corporal (g) 25.20+4.59 23.27+3.41 23.07+5.58 22.30+5.70 21.82+5.19 22.64+3.29
entre els dies 7-18 de gestacio

Guany de pes corporal total (g) 30.10+4.43 27.2743.69 27.14+5.50 27.10+5.78 27.1845.17 27.09+3.73
entre els dies 0-18 de gestacio

Pes corporal en acabar la 54.20+5.63 50.55+3.50 51.79+5.66 52.30+6.72 50.64+6.53 52.73+4.27

gestacio (g)

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard.



Taula IV.7. Efectes del Mn, estrés, i la combinacioé de Mn i estrés en la maduracio fisica de ratolins exposats prenatalment.

Clorur de Mn (mg/kg/dia) 0 1 2 0 1 2
Estreés per immobilitzacid - - - + + +
Durada de la gestacio (dies) 19 19 19 19 19 19
Nombre de ventrades 12 11 8 10 11 11
Nombre de fetus per ventrada 11.67+2.64 11.09+2.17 8.75+2.66 12.70+2.11 11.09+3.01 10.64+2.54
Index de viabilitat (%) 100 100 91.80° 99.09* 100 94.00°
Index de lactancia (%) 100 100 100 100 100 100
Numero de dies pel desplegament
del pavell6 auditiu
Mascles 4.28+0.62° 5.27+0.47° 4.38+0.42° 3.93+0.30° 4.10+0.47° 4.2440.59°
Femelles 4.36+0.61° 5.27+0.47° 4.33+0.44° 4.07+0.34° 4.14+0.45° 4.29+0.39°
Numero de dies per 1’erupcio
d’incisius
Mascles 5.58+0.71° 5.51%0.50" 6.04+1.24" 5.83+0.59% 6.69+0.86" 5.71+0.76"
Femelles 5.66£0.83% 5.54+0.54° 5.69+0.63% 5.90+0.54 6.48+0.75" 5.79+0.59*
Numero de dies per 1’obertura d’ulls
Mascles 13.69+0.46" 13.86+0.96" 14.57+0.86™ 13.90+0.22% 14.44+0.58" 14.54+0.54°
Femelles 13.72+0.37° 14.03£0.71%* 14.47+0.54° 13.93+0.44 14.51+0.48" 14.39+0.44°
Numero de dies pel descens de 23.11£1.17* 22.49+0.75 23.85+0.90° 22.49+0.79" 22.57+0.68" 22.30+0.78"
testicles
Numero de dies per I’obertura de 23.33+£2.22 21.94+1.01 23.96+1.54 22.77+0.94 22.74+1.21 22.67+1.22

vagina

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard. Valors en la mateixa fila que mostren diferents superindex (*°) presenten

diferéncies estadisticament significatives al 95% (p<0.05).






Pel que fa a la mesura de la mitjana de dies que trigaven els animals en
desplegar el pavell6 auditiu, s’han trobat diferéncies entre grups tant en mascles com
en femelles, observant un augment del nombre de dies del grup tractat amb 1
mg/kg/dia de Mn respecte al grup control. L’analisi estadistic per factors va revelar
un efecte del Mn en mascles 1 femelles (p<<0.01), de I’estrés en mascles 1 femelles
(p<0.001), 1 un efecte de la interaccid (Mn x estreés) també en tots dos sexes (p<0.01)
(taula 1IV.7).

Es van observar diferéncies significatives entre grups en la mitjana de dies
necessaris per 1’erupcid dels incisius, tant en mascles com en femelles. Aquestes
diferéncies eren degudes a la interaccié (Mn x estres), tant en mascles (p<0.05) com
en femelles (p<0.05). També es van observar diferéncies significatives entre grups en
la mitjana de dies que trigaven els animals en obrir els ulls en els dos sexes,
diferencies degudes a I’efecte del Mn, tant en mascles (p<0.01) com en femelles
(p<0.01). La maduraci6 sexual només es va veure afectada en mascles, on es van
apreciar diferéncies entre grups degudes a un efecte de I’estrés (p<0.01), i de la

interaccio (Mn x estres) (p<0.05) sobre aquesta maduracié sexual (taula IV.7).

Respecte al pes corporal de les cries durant el periode de lactancia avaluat els
dies postnatals 1, 4, 8, 12 i1 21 (taula IV.8), tot i que sembla haver-hi una certa
tendencia cap a una disminucié de pes en les mitjanes dels grups tractats, no es va
veure cap diferéncia estadisticament significativa en femelles. En el pes corporal dels
mascles apareixen diferéncies entre les mitjanes dels grups en els dies 4 1 8
postnatals, degut a un efecte del Mn (p<0.001, p<0.01). L’analisi dels efectes del
tractament mostra una interacci6 significativa entre 1’edat i el Mn (p<0.001), la qual
cosa indica que els efectes només es manifesten en els primers dies postnatals, edat i
sexe (p<0.01), la qual cosa indica que quan es detecten efectes en els primers dies,
aquests només s’observen en mascles, aixi com passa també en la interaccid entre

I’edat, el Mn i I’estres (p<<0.001) (taula IV.8).



La taula IV.9 mostra les mitjanes de temps que tardaven les mares dels grups
de tractament en tornar al cau les seves cries (6 cries). No es van observar diferéncies

significatives en la “cura materna” ni en el dia 1 ni en el 3 postpart.

No es van trobar diferéncies significatives entre grups en el reflex
d’adregament, ni en mascles ni en femelles, en els dies 9, 11 1 15. En canvi pel que fa
al reflex de geotaxi mesurat els dies 10 i 12 postnatals es van observar diferéncies

significatives en mascles en les mitjanes dels grups el dia 12 (taula IV.10).

No es van detectar diferéncies significatives en cap dels dos sexes en la forca

a les extremitats anteriors mesurada els dies 9, 11 1 15 postnatals (taula IV.11).



Taula IV.8. Efectes del Mn, estres, i la combinacié de Mn i estrés en el pes corporal de les cries.

Clorur de Mn (mg/kg/dia) 0 1 2 0 1 2
Estres per immobilitzacid - - - + + +
n=12 n=11 n=_§ n=10 n=11 n=11
Pes corporal (dia 1)
Mascles 1.82+0.14 1.81+0.13 1.71+0.29 1.72+0.07 1.84+0.15 1.65+0.09
Femelles 1.77+0.13 1.73+0.11 1.71£0.11 1.66+0.11 1.76£0.15 1.67+0.09
Pes corporal (dia 4)
Mascles 3.53+0.28" 3.51+0.24° 2.91+0.66" 3.29+0.25% 3.51+0.24° 3.08+0.52%
Femelles 3.47+0.27 3.35+0.22 3.03+0.33 3.13+0.31 3.41+0.31 3.26+0.31
Pes corporal (dia 8)
Mascles 6.33£0.57  6.24+0.55  544+0.93*  5.9240.55" 6.23+0.55" 5.78+0.72%
Femelles 6.32+0.53 6.14+£0.45 5.74+0.64 5.77+0.64 6.18+0.55 6.00+0.43
Pes corporal (dia 12)
Mascles 8.62+0.65 8.73+0.64 8.27+0.90 8.46+0.78 9.00+0.68 8.16+0.79
Femelles 8.63+0.53 8.55+0.52 8.43+0.67 8.40+0.97 8.93+0.82 8.38+0.76
Pes corporal (dia 21)
Mascles 15.08+1.64 14.81+1.07 14.23+1.64 15.04+1.50 15.15+1.77 14.15+1.27
Femelles 14.36+1.09 14.10+0.55 14.03+1.03 14.20+1.61 14.44+1.39 14.18+1.16

n: nombre de ventrades

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard. Valors en la mateixa fila que mostren diferents superindex (*")

presenten diferéncies estadisticament significatives al 95% (p<0.05).



Taula IV.9. Efectes del Mn, estrés, i la combinacié de Mn 1 estres en la cura materna*.

Clorur de Mn (mg/kg/dia) 0 1 2 0 1 2

Estres per immobilitzacid - - - + + +
n=11 n=11 n=3§ n=10 n=11 n=11

Cura materna (dia 1) 95.18+149.62 63.55+23.83  98.00+71.16  80.60+38.88  139.82+168.07  89.36+70.89
n=11 n=11 n=3§ n=10 n=11 n=10

Cura materna (dia 3) 89.55+169.83  49.184+25.97 49.88432.26  83.10+125.83 106.82+164.76 115.30+191.70

n: nombre de ventrades
*Cura materna, segons el nostre index, temps que tarda la mare (en seg.) en tornar a col.locar les cries al seu cau.

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard.



Taula IV.10. Efectes del Mn, estrés, i la combinacié de Mn i estrés en la maduracié motora de les cries (I)

Clorur de Mn (mg/kg/dia) 0 1 2 0 1 2
Estres per immobilitzacid - - - + + +
Nombre de ventrades n=12 n=11 n=3_§ n=10 n=12 n=11
Reflex d’adregament (s)
Mascles
Dia 5 10.48+15.77 8.59+4.19 7.52+7.37 9.33+4.41 3.97+3.23 5.70+3.85
Dia 7 3.52+5.49 1.60+1.51 1.81+0.98 1.70+1.34 1.47+1.35 2.74+3.42
Dia 9 1.08+0.28 1.00+0.00 1.00+0.00 1.00+0.00 1.00+0.00 1.09+0.30
Femelles
Dia 5 11.57+£9.73 8.09+4.30 6.67+8.35 5.63+4.23 6.50+4.23 5.21+3.33
Dia 7 3.30+3.18 2.24+2.28 6.82+7.89 2.50+4.39 1.82+1.39 3.18+3.69
Dia 9 1.00+0.00 1.00+0.00 1.08+0.23 1.20+0.63 1.00+0.00 1.21+0.70
Geotaxi (s)
Mascles
Dia 10 7.00+2.88 4.43+1.84 3.73+1.75 6.48+2.15 5.83+1.87 6.27+2.67
Dia 12 545+3.05"  3.93+2.96°  6.02+3.75°  5.05+2.12*  3.05£1.41°  6.61£2.87
Femelles
Dia 10 9.25+5.85 4.33+1.55 5.37+1.31 9.62+5.97 5.93+3.25 5.09+2.61
Dia 12 6.86+1.85 4.12+1.84 6.56+2.34 6.35+2.17 3.58+1.06 6.19+£3.29

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard. Valors en la mateixa fila que mostren diferents superindex (*°)

presenten diferéncies estadisticament significatives al 95% (p<0.05).



Taula IV.11. Efectes del Mn, estres, i la combinacié de Mn i estrés en la maduracié motora de les cries (II)

Clorur de Mn (mg/kg/dia) 0 1 2 0 1 2
Estres per immobilitzacid - - - + + +
Nombre de ventrades n=12 n=11 n=_§ n=10 n=12 n=11
Forga a les extremitats
anteriors (g)
Mascles
Dia 9 3.67£2.95 5.954+2.33 3.10+3.29 4.94+2.75 6.20+3.75 4.42+4.06
Dia 11 11.47+4.63 11.51+2.88 7.5543.30 11.92+3.16 14.48+19.49 9.51+3.92
Dia 15 30.13+£2.69 27.47+3.25 27.29+3.44 28.09+3.81 28.43+2.91 28.63+6.04
Femelles
Dia 9 3.35+3.06 5.394+2.72 5.03+4.43 5.06+1.47 5.09+2.00 3.414+2.09
Dia 11 11.80+5.62 12.15+4.47 10.06+3.94 12.27+3.64 8.47+3.30 11.16+4.49
Dia 15 29.23+3.74 29.42+1.96 27.29+5.10 29.95+2.37 30.254+2.56 30.154+3.66

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard.



Efectes en la conducta posterior

En relacié al nivell d’activitat mesurat en un camp obert (agafant els 30
minuts 1 avaluant-los fraccionats de 10 en 10), I’analisi de la variaria per mesures
repetides va revelar en mascles un efecte del temps sobre la distancia recorreguda a
la zona centre, i en els aixecaments o “rearings” totals (en tot el camp obert), aixi
com un efecte de la interaccid entre el temps 1 el Mn (p<0.05) en la distancia total
recorreguda (en tot el camp obert) (taula IV.12). En femelles, 1’analisi de la
variancia per mesures repetides va revelar un efecte del temps en la distancia
recorreguda a la zona centre, i en la distancia i "rearings" totals (taula IV.13).

L’analisi més detallat de les dades dels diferents periodes, també es va portar
a terme pels dos sexes. En mascles, no es van trobar diferéncies significatives entre
grups en les variables: distancia recorreguda a la zona centre, a la periféria, i
“rearings” totals (avaluant els 30 minuts totals en intervals de 10). Tampoc es van
trobar diferéncies en les mitjanes de les defecacions en el Camp Obert (taula 1V.12).
En femelles, es van observar diferéncies en la distancia recorreguda a la zona centre
entre els 10 i els 20 minuts. Aquestes eren degudes a un efecte del Mn (p<0.05).
També es van observar diferéncies en la distancia recorreguda a la periferia durant
els 10 primers minuts. L.’analisi per factors va revelar que aquestes eren degudes a un
efecte del Mn (p<0.05) i de la interaccié (Mn x estrés) (p<0.05) (taula IV.13). En
femelles, també es van veure diferéncies entre la distancia total recorreguda (en tot el
camp obert) durant els primers 10 minuts, les quals eren degudes a un efecte del Mn
(p<0.01) 1 de la interacci6 (p<0.05) (figura IV.15). No es van observar diferéncies en
aquesta variable en els intervals 10-20 minuts, ni 20-30 minuts (figura IV.15). En
mascles no es van apreciar diferéncies significatives entre els grups en la distancia

total recorreguda en cap dels 3 intervals (0-10, 10-20, 20-30 minuts) (figura 1V.14).



Taula I'V.12. Resultats per grup de tractament de les variables avaluades en la prova del Camp Obert en mascles.

Clorur de Mn (mg/kg/dia) 0 1 2 0 1 2
Estrés per immobilitzacid - - - + + +
Nombre de ventrades n=12 n=11 n=2_§ n=10 n=12 n=11
Distancia recorreguda a la zona  530.43+.227.20 481.91+208.84 493.57+197.94 425.48+240.40 445.54+151.58 375.65+171.93

centre, dels 0 als 10 minuts (cm)

Distancia recorreguda a la zona 444.54+173.62

centre, dels 10 als 20 minuts (cm)

Distancia recorreguda a la zona 281.86+185.83

centre, dels 20 als 30 minuts (cm)

Distancia recorreguda a la zona 3017.25+842.40
de la periferia, dels 0 als 10
minuts (cm)

Distancia recorreguda a la zona 2573.37+1507.02
de la periferia, dels 10 als 20
minuts (cm)

Distancia recorreguda a la zona 2092.23+946.99
de la periferia, dels 20 als 30

minuts (cm)

“Rearings”, dels 0 als 10 minuts 88.33+8.81
“Rearings”, dels 10 als 20 minuts 85.42+5.99
“Rearings”, dels 20 als 30 minuts 79.67+21.15
Defecacions 9.25+£3.70

370.49+133.82

337.36+158.73

3594.44+549.02

2157.68+321.48

1993.76+£501.68

94.73+8.97
87.36+9.67
83.18+10.30
10.18+4.51

342.80+168.07

331.81+175.77

2529.37+£853.66

1620.59+717.33

1686.90+836.36

90.63+14.32

83.50+10.82

80.25+14.65
9.38+4.24

369.47+169..46

301.11£141.47

2699.20+1153.79

1980.02+612.52

1598.61+£555.77

87.70+£14.88

85.70+13.89

79.20+15.58
9.00+3.56

374.17+114.61

349.87+140.05

2876.42+551.39

1836.33+422.42

1795.27+£758.44

93.83+10.36

85.58+£12.69

86.67+£12.72
8.67+£2.93

281.31+153.73

260.16+132.45

2798.48+£771.53

1882.50+667.21

1562.83+524.38

89.18+10.11

79.64+13.43

73.91£10.77
10.18+3.03

Els resultats estan expressats en mitjanes = desviacions estandard.



Taula IV.13. Resultats per grup de tractament de les variables avaluades en la prova del Camp Obert en femelles.

Clorur de Mn (mg/kg/dia) 0 1 2 0 1 2
Estrés per immobilitzaciod - - - + + +
Nombre de ventrades n=12 n=11 n=_8 n=10 n=12 n=11

Distancia recorreguda a la zona
centre, dels 0 als 10 minuts (cm)

Distancia recorreguda a la zona
centre, dels 10 als 20 minuts (cm)

Distancia recorreguda a la zona
centre, dels 20 als 30 minuts (cm)

Distancia recorreguda a la zona
de la periféria, dels 0 als 10
minuts (cm)

Distancia recorreguda a la zona
de la periferia, dels 10 als 20
minuts (cm)

Distancia recorreguda a la zona
de la periferia, dels 20 als 30
minuts (cm)

“Rearings”, dels 0 als 10 minuts
“Rearings”, dels 10 als 20 minuts
“Rearings”, dels 20 als 30 minuts

Defecacions

403.65+112.25

280.52+133.41%

262.60+131.25

2262.94+509.86"

1687.17+£625.57

1521.56+642.46

82.67+£12.36

82.25+14.52

78.08+11.87
9.25+3.70

515.53+165.26
494.43+146.66°
366.02+142.26

3150.11+642.74°

1936.06+422.73

1905.77+£515.77

92.45+3.61
86.36+8.11
85.91+8.51
9.64+3.11

489.80+155.39
362.76£144.97%
374.64+174.38

2612.81+660.80*°

1810.87+£694.95

1651.79+£554.42

93.2549.59
87.63+£12.61
84.62+15.43

9.37+£5.21

549.76+116.61
400.32+133.87 %
297.32+97.31

2766.40+263.17%

1755.02+£250.66

1568.95+239.81

93.90+9.77

84.40+6.67

76.20+12.27
9.30+4.62

553.55+160.57
409.62+156.86 ™
347.06+144.34

2827.98+570.11%

1974.45+£305.46

1905.22+427.78

88.08+9.23
83.67+7.73
82.42+8.63
9.00+3.36

443.16+124.46
339.44+114.85%
267.44+150.20

2625.50+474.37%

1708.59+855.83

1529.45+£521.09

89.00+7.21

84.00+7.08
83.64+10.14

9.60+2.72

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard. Valors en la mateixa fila que mostren diferents superindex (*°) presenten diferéncies
estadisticament significatives al 95% (p<0.05).
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Figura IV.14. Distancia total recorreguda pels mascles a la prova del Camp Obert els

30 primers minuts, dividida en intervals de 10 minuts.
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Figura IV.15. Distancia total recorreguda per les femelles a la prova del Camp Obert

els 30 primers minuts, dividida en intervals de 10 minuts.



Per tal de valorar els efectes novedosos del Camp Obert i 1’habituacié a
aquest, es varen analitzar els resultats dels primers 15 minuts d’una forma més
detallada, avaluant la distancia total recorreguda (en tot el Camp Obert) durant els
primers 15 minuts, dividint-los en intervals de 5 minuts.

L’analisi de la variancia per mesures repetides va revelar un efecte del temps 1
de Destrés (p<0.05) 1 una interaccio entre el temps i el Mn (p<0.05), aixi com del Mn
1 de ’estres (p<0.05) en mascles (figura IV.16). En femelles, també es va observar
un efecte del temps i un del Mn (p<0.05) en la distancia total recorreguda (figura
IV.17). Es va efectuar un analisi més detallat de les dades en mascles i femelles
d’aquests periodes. Es van trobar diferéncies entre grups en la distancia total
recorreguda durant els 5 primers minuts en mascles i femelles i1 en el periode dels 5
als 10 minuts en mascles (figures IV.16, 17). No es va notar cap efecte del Mn,
estrés, o de la interaccio (Mn x estrés), en el nombre de “rearings” a través dels

periodes o en el periode total dels 15 minuts.

No hi ha diferéncies entre grups en les mitjanes dels valors del rotarod,
avaluant la coordinacié motora, ni en el pes dels animals al dia 75 postnatal. Si es
van trobar diferéncies significatives entre grups quan es va avaluar la forca a les
extremitats al dia 75 postnatal, encara que només en femelles, les quals eren degudes

a un efecte de I’estres (p<0.01) (taula 1V.18).

Al dia 80 postnatal s’aplicava als animals un test d’evitacio passiva. L’analisi
de la variancia per mesures repetides, utilitzant el dia del test com a mesura repetida,
avaluava les diferéncies entre la laténcia en el dia d’adquisicié (T1) i la laténcia 24h
després, i el dia de retencié (T2). Es va observar una interaccid entre el dia del test i
I’estres, tant en mascles com en femelles (p<0.01), aixi com un efecte de 1’estrés en
mascles (p<0.01). La laténcia per entrar al compartiment fosc va ser
significativament més alta en tots els grups, excepte en els ratolins exposats a 1
mg/kg/dia de Mn i estres (figures IV.20, 21). No hi ha diferéncies significatives en el
nombre d’animals que van arribar al criteri d’aprenentatge de la tasca (T2 > 5 min)
24h després de 1’adquisicio. No hi ha diferéncies significatives entre grups en cap
dels dos sexes, en els valors absoluts de T1, T2, defecacions en el dia d’adquisicio i

defecacions en el dia de retencio (taula 1V.19).
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Obert els 15 primers minuts, dividida en intervals de 5 minuts.




Taula IV.18. Avaluacid postdeslletament de ratolins exposats prenatalment a Mn 1 estrés.

Clorur de Mn (mg/kg/dia) 0 1 2 0 1 2
Estres per immobilitzacio - - - + + +
n=12 n=11 n=2_8 n=10 n=11 n=11
Pes corporal el dia 75 (g)
Mascles 40.33+5.42 41.27+5.04 43.00+6.46 44.10+4.60 45.17+4.72 43.54+5.72
Femelles 31.50+5.20 31.18+4.69 32.25+4.77 33.40+5.19 33.08+2.84 34.36+4.63
Forga a les extremitats anteriors
el dia 75 (g)
Mascles 85.79+3.23 84.21+5.71 81.11+7.84 85.23+2.44 84.31+3.12 84.26+7.11
Femelles 83.30+5.91  78.64+10.85"  75.12+47.78"  83.57+6.48%"  86.51+4.24°  82.43+6.06"
Rotarod el dia 75 (s)
Mascles 34.67+£32.59 17.54+£28.36  14.25+10.33  31.30+34.18  27.08+38.62  15.18+20.82
Femelles 52.08+60.99 25.73£34.01  41.12+31.41 31.00+£22.96  43.42+42.71  24.54+22.72

n: nombre d’animals avaluats.

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard. Valors en la mateixa fila que mostren diferents superindex (*°)
presenten diferéncies estadisticament significatives al 95% (p<0.05).



Taula I'V.19. Mitjanes i desviacions per grup de tractament de les variables avaluades en la prova d’Evitacio Passiva.

Clorur de Mn (mg/kg/dia) 0 1 2 0 1 2
Estrés per immobilitzacio - - - + + +
Nombre d’animals n=12 n=11 n=_§ n=10 n=12 n=10
Temps en passar al 20.78+28.31 15.06+10.63 26.63+23.92 37.72431.89 27.96+31.54 14.45+9.79
compartiment fosc el ler dia,

mascles (T-1 en segons)

Temps en passar al 48.69+14.31 34.99+23.18 35.82+19.50 47.27+18.34 46.90+16.65 29.82421.11
compartiment fosc el 2on dia,

mascles (T-2 en segons)

Defecacions en T-1, mascles. 0.17+0.58 0.42+1.16 0.63+1.41 0.60+0.84 0.42+1.16 0.20+0.63
Defecacions en T-2, mascles. 1.00+£1.35 0.58+0.99 0.75+0.89 0.90+0.88 0.67+0.78 0.60+1.35
Temps en passar al 14.53+15.80 28.33+24.13 17.14+7.60 39.92+51.55 29.70+35.98 11.2945.72
compartiment fosc el ler dia,

femelles (T-1 en segons)

Temps en passar al 48.98+17.36 51.78+14.52 56.40+4.37 47.36+18.72 51.76+15.97 53.27+14.96
compartiment fosc el 2on dia,

femelles (T-2 en segons)

Defecacions en T-1, femelles 1.70£1.70 0.50+0.52 1.00£1.77 0.60+1.07 1.25+£2.70 0.20+0.63
Defecacions en T-2, femelles 0.42+0.67 0.58+0.67 1.00+1.07 1.40+1.78 0.58+0.90 0.70+0.95

Els resultats estan expressats en mitjanes + desviacions estandard.
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Figura IV.20. Evitacié Passiva en mascles. Mitjanes de T1 (laténcia al primer dia en

passar al compartiment fosc) 1 T2 (laténcia al segon dia en passar al compartiment

fosc).
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Figura IV.21. Evitaci6 Passiva en femelles. Mitjanes de T1 (laténcia al primer dia en

passar al compartiment fosc) 1 T2 (laténcia al segon dia en passar al compartiment

fosc).
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Figura IV.22. Mitjanes dels temps per sexes que triguen en passar al compartiment

fosc el segon dia.

S’observen diferéncies significatives entre sexes en la laténcia al segon dia

(T2) en els diferents grups de tractament (figura IV.22).
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