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RESUMEN

La toxicidad del talio (TI") ha sido relacionada con la generacion de especies
reactivas del oxigeno (ERQ) y el estrés oxidante (EQ) en el Sistema Nervioso
Central. Dado que los cambios en los sistemas antioxidantes enddégenos pueden
contribuir al EQ y a la neurotoxicidad aguda del TI", en este estudio nosotros
medimos la concentracion del metal y los niveles de peroxidacion lipidica (PL) en
diferentes regiones cerebrales (hipotdlamo (Ht); cerebelo (Ce); cuerpo estriado
(E), hipocampo (Hc) y corteza frontal (Cx)) en posible correlacién con el
contenido de glutation reducido (GSH), las actividades de la glutation peroxidasa
(GPx) y la superoxido dismutasa (SOD), y el desempefio de los animales en
diferentes pruebas conductuales, todo ello después de una administraciéon unica
de acetato de TI" (8 o 16 mg/kg, i.p.) a las ratas. Siete dias después de la
administracion de TI*, el metal fue acumulado de manera homogénea y dosis-
dependiente en todas las regiones evaluadas. La PL aumentd en Ht, Ce y E,
mientras que el GSH disminuyd en E y la actividad de 1a Cu,Zn-SOD disminuyo
en Ht y E. Todos estos cambios ocurrieron con la dosis de 16 mg/kg y 7 dias
después del tratamiento con el metal. Adicionalmente, los animales tratados con
TI" exhibieron un patron hipocinético general, pero sin cambios en el aprendizaje
espacial. Nuestros hallazgos sugieren una respuesta tardia del cerebro al TI" que
podria ser el resultado de sus niveles residuales. A pesar de las alteraciones
regionales producidas por el TI" en la PL y los limitados cambios en los sistemas
antioxidantes estudiados, existe una correlacion entre el EQ y las tareas
conductuales afectadas, sugiriendo que, aun cuando moderados. el TI" evoca

patrones neurotdxicos bajo las condiciones experimentales probadas.



ABSTRACT

Thallium (TI*} toxicity has been related with the generation of reactive oxygen
species (ROS) and oxidative stress (OS) in the central nervous system. Since
changes in endogenous antioxidant systems might contribute to acute TI'-
induced OS and neurotoxicity, in this study we measured the metal concentration
and the levels of lipid peroxidation (LP) in different brain regions (hypothalamus
(Ht); cerebellum (Ce); striatum (S); hippocampus (Hc) and frontal cortex (Cx)) in
possible correlation with the content of reduced glutathione (GSH), the activities
of glutathione peroxidase {GPx) and superoxide dismutase (SOD), and the
animal performance in behavioral tests, all evaluated after a single administration
of thallium acetate (8 or 16 mg/kg, ip) to rats. Seven days after TI
administration, the metal was homogeneously and dose-dependently
accumulated in all regions evaluated. LP was increased in Ht, Ce and S, while
GSH was depleted in &. Cu,Zn-SOD activity was also decreased in Ht and S. All
these changes occurred with 16 mg/kg dose and at 7 days after treatment. In
addition, TI'-treated animals exhibited general hypokinesis, but no changes were
observed in spatial learning. Our findings suggest that a delayed response of the
brain to TI' may be the result of its residual levels. Also, despite the regional
alterations produced by TI' in LP and the limited changes in endogenous
antioxidants, there is a correlation between the TI'-induced oxidative damage
and the affected behavioral tasks, suggesting that, aithough still moderate, TI

evokes neurotoxic patterns under the experimental conditions tested.
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ANTECEDENTES

1. GENERALIDADES DEL TALIO

El talio (TI") es un metal pesado que se encuentra clasificado en el grupo

A de la tabla periodica (Figura 1). Desde su descubrimiento accidental en 1861

por Crookes (Prick, 1979) y hasta |la fecha, ha causado intoxicaciones de diversos

tipos: accidentales, intencionales, ocupacionales y ambientales (Reed et al., 1963;

Liem et al., 1984).
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Figura 1. Tabla Periodica de Elementos
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Este metal es liberado al ambiente tanto por fuentes naturales como por
fuentes antropogénicas, contribuyendo a la contaminacién ambiental y a la posible

intoxicacion humana (Figura 2).

/
FUENTES NATURALES

Menos téxicas que las antropogénicas

/ Abundancia en corteza terrestre: | mg/kg
(0.001-3 mg/ke)

| TALIO | b

/ FUENTES \
\ ANTROPOGENICAS
Son aquellas producidas por las ’

Diferentes actividades humanas
(2000-5000 toneladas anuales)

Contribucién variable al ambiente

.

Figuras 2. Esquema de las fuentes de obtencion del talio.

El talio es obtenido como subproducto durante el proceso de refinacién de
hierro, cadmio y zinc, asi como en la industria cementera y ladrillera (Figura 3)
liberandose como contaminante al ambiente. E! polvo obfenido en este tipo de
industria es procesado posteriormente para recuperar cantidades comercialmente
importantes del metal (Brockhaus, 1981). A pesar de que no se producen mas de
15 toneladas de talio anualmente a nivel mundial, se estima que entre 2000-5000

toneladas de este metal se movilizan en diversos procesos indutriales (Kazantzis,

=



2000). EI TI" es usado como catalizador de ciertas aleaciones, para la fabricacion
de lentes, joyeria de imitacion, termdmetros de baja temperatura, semiconductores,
pinturas, pigmentos y contadores de centelleo (Marmo et al., 1987). También fue
empleadc con fines terapéuticos {contra la sifilis, gonorrea y tifia) y dermato-
cosmetolégicos (eliminacion del vello excesivo) con poco éxito, ya que se
originaban intoxicaciones. Algunas sales de talio son utilizadas como rodenticidas e
insecticidas, a pesar de la recomendacion hecha en 1973 por la Organizacion
Mundial de la Salud de prohibir su uso. Asi, a pesar de su gran toxicidad, los
compuestos de TI" siguen estando disponibles en muchos paises a través de las

fuentes mencionadas (Galvan-Arzate y Santamaria, 1998).

AMBIENTE

Fundidoras de cobre, plomo y zinc
Ladrilleras y cementeras
Minas de carbdn y plantas que utilizan

al carb6on como combustible

TALIO

Figura 3. Esquema de las formas como se libera el talio al ambiente.

o



2. INTOXICACION POR TALIO

La intoxicacion por TI" aparece después de la entrada del metal al
organismo a través de inhalacion, ingestidén o por contacto dérmico (Figura 4).
Pueden presentarse diversas manifestaciones clinicas (agudas, subagudas o
cronicas) de acuerdo al tipo de expgsicion, dosis y edad del individuo (Rossi et al.,
1987). Es importante sefialar que cualquier cantidad de TI" en el cuerpo debe ser
considerada como anormal, ya que no se trata de un elemento traza esencial. De
acuerdo al Programa Internacional de Seguridad Quimica de la Organizacion
Mundial de la Salud, se considera que en poblacion general la ingesta total de talio
debe ser menor a 5 pg por dia principalmente proveniente de alimentos, y asi esto
no constituye una amenaza para la salud (Peter y Viraraghavan, 2005). Existen
algunas estimaciones sobre la dosis letal minima en humanos, siendo en
promedio para el suifato de talio entre 10-15 mg/kg { aunque se han reportado
muertes con dosis de 8 mg/ks) (Moeschlin, 1980). Aunque desde 1943 Gettler y
Weiss habian propuesto una dosis letal minima de 14-15 mg/kg para sales
solubles de talio en adultos. Mas recientemente se han reportado muertes con 2
mg/kg (NIOSH, 1992). Este elemento extremadamente toxico se distribuye
rapidamente en el organismo, cruzando tanto la barrera hematoencefalica como la
placentaria {(Ziskoven et al., 1983) y la testicular en su caso. El TI" se acumula en
todos los organos, pero presenta mayor afinidad por el Sistema Nervioso Central, y

dentro de éste su mayor acumulacién se observa en areas subcorticales del



cerebro (Rios et al, 1989; Galvan-Arzate y Rios, 1994). El TI' se elimina por

heces, orina, bilis, saliva, leche y lagrimas (Rossi et al., 1987).

INHALACION
INGESTION

CONTACTO DERMICO

TALIO

EN EL ORGANISMO

ACCIDENTAL
Exposlcién
Ambiental
Exposicléon

Ocupacional

INTENCIONAL
Intento de Suicidio

Figura 4. Esquema de las formas de ingreso del talio al organismo.

La distribucion del talio se da en un modelo tridimensional de 3 fases (Rauws,
1974). En la primera fase, que dura aproximadamente cuatro horas, el T se
distnbuye en el compartimento central, constituido de sangre, 6érganos y tejidos bien
irrigados, concentrandose en las celulas sanguineas. La segunda fase, quevade 4 a
48 horas comprende una completa distribucion del metal por todo el cuerpo con
especial acumulacidon en el érgano blanco que es el cerebro. La tercera fase
comprende la consecuente eliminacion del toxico, donde se presenta un intensivo

ciclo enteroenteral entre la absorcion y secrecion, por lo que el intestino se considera



como el tercer compartimento. Sin tratamiento para removerio este metal puede

recircular repetidamente, generando asi una continua intoxicacion (Nriagu, 1998).

3. SINTOMATOLOGIA

La sintomatologia presentada por un paciente intoxicado por talio, aunque
es muy variada, presenta generalmente algunos elementos “tipicos” que son los
que le proporcionan al médico indicios de que se trata de una intoxicacion por el
metal: algunas semanas después del envenenamiento o intoxicacion puede
presentarse pérdida de cabello, llegando en algunos casos a una calvicie
completa, que incluye la caida del vello pubico y axilar (Figura 5). Entre los signos
tempranos después de su ingestion oral estan alteraciones gastrointestinales
(nadseas, vomito, diarrea, extrefiimiento, problemas de absorcion, etc.}). También
se presentan transtornos en el Sistema Nervioso Central (SNC) y Periférico (SNP)
que abarcan dolor en el abdomen, espalda y extremidades, particularmente en las
piernas, sensibilidad extrema en las plantas de los pies, ataxia, debilidad, paralisis,
temblores, corea, convuisiones, periodos de confusion, letargo, insomnio, delirio,
alucinaciones y coma. Otros aspectos que pueden verse alterados incluyen efectos
sobre el Sistema cardio-vascular (taquicardia, pulso irregular, hipotension, etc.) y el
rindn puede verse dafnado por la continua excrecion del metal (puede llegar a
detectarse albuminuria y hematuria) (Reed et al, 1963; Hasan et al., 1978;

Moeschlin, 1980).



Figura 5. Fotografia de paciente intoxicado crénicamente por talio. Se aprecia la
alopecia caracteristica y la atrofia muscular. (Tomado de Prick, J.J., 1979

Handbook of Clinical Neurology)

4 ALTERACIONES ULTRAESTRUCTURALES

A nivel subcetular, una de las alteraciones mas importantes observadas por
la accion toxica del TI" es el dafio a las mitocondrias (Figura 6), las cuales se
encuentran considerablemente alargadas. su matriz presenta edema y existe una
destruccidon general en su integridad estructural; todo 1o anterior se ve reflejado en
el mal funcionamiento o en el impedimento de los procesos bieldgicos asociados a

este organelo (Woods y Fowler, 19565,

et |



Espacio Membrana Cristales
intermembrana . externa

Ribosoma

Granulo

Figura 6. Esquema de la mitocondria, organelo donde tiene su efecto téxico mayor

el talio.

5. MECANISMOS DE ACCION

Hasta el momento, el mecanismo mas conocido para explicar la toxicidad
del TI" esta relacionado con la interferencia que produce este metal en todos los
procesos metabodlicos dependientes de potasio (K'), incluidos la sustitucion del
potasio en la ATPasa Na'/K' (Figura 7) y su afinidad especial por los grupos
sulfhidrilos de proteinas y otras biomoléculas (Aoyama et al., 1988). Debido a que
el TI" y el K* son iones con la misma carga y radio iénico similar, el TI" es capaz de
mimetizar al potasio en su movimiento y acumulacion intracelular. Esta capacid de
los iones de Tl es atribuida a la incapacidad de la membrana celular de distinguir

entre ambos iones (Mulkey y Oehme, 1993).



También se ha observado que el talio puede reemplazar al potasio en la
activacion de enzimas {por ejemplo, la piruvato cinasa- PK), la estabilizacién de
ribosomas, e incluso en funciones fisiologicas como la contraccion muscular

{Douglas et al., 1990).

Figura 7. Esquema de ATPasa Na'/K'. El talio compite con el K’

presentando mayor afinidad para ingresar a la célula y acumularse en ella.

6. TALIO Y DANGQ OXIDATIVO CELULAR

El efecto del TI" sobre la peroxidacién de lipidos (un indice confiable para
evidenciar el dafo oxidativo a las membranas celulares) fue probado por primera
vez por Hasan y Ali en 1981 y comparado contra una administracion de niquel y
cobalto, Estos autores encontraron un aumento significativo en la peroxidacion de

lipidos en cerebro, cerebelo y tallo cerebral para todos los tratamientos.



Particularmente en el caso del TI", el efecto mayor se observd en cerebelo,
mientras que para los otros dos metales el aumento fue mayor en tallo cerebral.
Ellos también encontraron una correlacion entre la peroxidacion de lipidos y el
depdsito de un pigmento de envejecimiento similar a la lipofuscina después de la
intoxicacion. Por su parte, Aoyama y col. (1988) estudiaron la induccion de la
accion peroxidativa del TI" en diferentes tejidos de hamster, y encontraron un
aumento de la lipoperoxidacion particularmente en el rindn, con una disminucion
marcada en NPSH (*non-protein sulfhydryls”) como un indicador de los niveles de
glutation (GSH), asi como una disminucidon en la actividad de la glutation
peroxidasa (GPx), sugiriendo asi que el dafio inducido por Tl+ puede ser asociado
a procesos de estrés oxidativo (EO). Recientemente, nuestro grupo investigo
también el proceso de lipoperoxidacidn producido por el T+, pero bajo un esquema
subcronico de intoxicacidon a ratas (Galvan-Arzate et al., 2000), en donde
empleamos dosis de 0.8 y 1.6 mg/kg de peso (que corresponden a subdosis a
partir de la DLsy establecida para talio en ratas y que es de 32 mg/kg)
administrandolo via i.p. durante 30 dias y analizamos un indice de fluorescencia
proporcional a la produccion de lipidos peroxidados en diferentes regiones
cerebrales como marcador de la peroxidacion de lipidos (PL). Con la dosis menor
s6lo encontramos aumentos significativos en la PL en cuerpo estriado y cerebelo.
mientras que con la dosis mayor se observaron incrementos significativos en todas
las regiones estudiadas (hipotalamo, cerebelo, corteza, hipocampo y cuerpo
estriado). Estos resultados sugieren una susceptibilidad aparentemente

preferencial del cuerpo estriado y del cerebelo al EQ producido por el TI*, aun a



dosis bajas, hecho que se puede explicar por los valores basales bajos de PL
exhibidos por ambas regiones, asi como por su especial vulnerabilidad al ataque
por radicales libres. A pesar de estos hallazgos, permanecen aun por explicar
muchos otros eventos relacionados con la accion pro-oxidante del talio, como es el

efecto de este metal sobre biomarcadores especificos de EO.

7. PEROXIDACION DE LIPIDOS Y ESTRES OXIDATIVO

El papel de la PL en la patogénesis aguda causada por metales pesados ha
sido investigada de forma general, pero no se ha analizado en su totalidad el
efecto del TI" sobre marcadores de EO en el Sistema Nervioso Central de ratas,
por 1o gque es interesante enfatizar la participacion de las especies reactivas del
oxigeno (ERQ) en el mecanismo de toxicidad del TI".

El Sistema Nervioso (SN) tiene una gran actividad redox reflejada en su
metabolismo celular alto y en su consumo constante de oxigeno. Cuando la
actividad redox basal del SN se incrementa por efecto de factores potencialmente
patdégenos que afectan el empleo del oxigeno, el metabolismo celular se orienta a
la expresion del estrés oxidante, el cual se define como el incremento tdxico en la
actividad redox de cualquier sistema bioldgico mediado por la accion oxidante de
los radicales libres y de otras ERO y/o ERN (especies reactivas del nitrogeno). A su
vez, un radical libre se define como una molécula cuya caracteristica fundamental
es la de presentar uno 0 mas electrones desapareados en alguno de sus orbitales
moleculares, lo que le confiere una reactividad alta y una potencia

desestabilizadora sobre la estructura de otras moléculas (Figura 8). Los radicales



tienen su accion sobre diversos sustratos biologicos tales como proteinas,

carbohidratos, lipidos y acidos nucléicos (Halliwell y Gutteridge, 1985).

R

4 ++

Fe ", Cu

CAT,GPx

N

Figura &. Esquema representando la formacion de radicales libres.

Por otro lado, el EO es un complejo de eventos nocivos que llevan a la
célula a la muerte despues de una cascada de estimulos toxicos. La PL es una
expresion comun del EQ que involucra la reaccion directa de ERO y ERN con
acidos grasos poli-insaturados de la membrana para formar radicales libres
intermedios y peroxidos semi-estables. La PL es dafina debido a las reacciones
subsecuentes de los radicales libres (principalmente radicales peroxi e hidroxi) que
son producidos durante la cadena de eventos oxidantes {Figura 9). Se ha sugerido
que la PL juega un papel importante en los procesos de envejecimiento, en dano
celular por contaminacion ambiental, por radiacion, por agentes quimicos, asi

como por toxicidad de! oxigeno. Debido a su alto contenido de lipidos insaturados y



a la falta evidente de efectividad de sus sistemas de defensa antioxidante
(atraptadores de radicales libres, metaloproteinas y enzimas detoxificadoras como
la superoxido dismutasa), el SN es especialmente susceptible al atague por

radicales libres y a la peroxidacion de lipidos (Halliwell y Gutteridge, 1985).
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Figura 9. Esquema genera!l de la peroxidacion de lipidos (modificado de Halliwell, B.

y Gutteridge, J.M.C.. 1985. Free Radical in Biology and Medicine).

Los radicales libres y las especies reactivas del oxigeno o del nitrogeno,
aungue potencialmente toxicos, son productos metabdlicos normales en el
organismo. El superoxido y el peroxido de hidrogeno son producidos durante la

reduccidon del oxigeno por la mitocondria, a partir de enzimas tales como la xantina



oxidasa y por las células fogociticas. Algunos componentes fisioldgicos se
autoxidan o son sustratos para enzimas que generan radicales. El oxido nitrico es
un radical producido tanto como mensajero en el cerebro y en la vasculatura, asi
como defensa contra patogenos ( Winterbourn, 1995).

Los sistemas biolégicos de defensa antioxidante mantienen estos procesos
oxidativos bajo control. Esto es considerado generaimente necesario para prevenir
el dafio oxidativo, pero puede ser igualmente importante para el control regulatorio
de ias vias que dependen de las reacciones redox. Los sistemas enzimaticos y los
captadores no enzimaticos contribuyen a la defensa antioxidante {(Figura 10). A

continuacion se mencionan los mas importantes para el Sistema Nervioso Central.

DEFENSAS ANTIOXIDANTES ‘
ENZIMATICAS NO-ENZIMATICAS ‘
| Superoxido dismutasa (SOD) Glutation reducido (GSH)
Glutation peroxidasa (GPx) Acido ascorbico
Glutation reducido (GSH) Vitamina E !
Catalasa (CAT) Carotenoides ‘
| Acido Urico |
IL Ubiguinona 1
_ N

Figura 10. Cuadro que muestra los diferentes Sistemas Antioxidantes en el
organismo (Tomado de Winterbourn, C.C. 1995 Clinical and Experimental

Pharmacology and Physiology).



8. GLUTATICN COMO SISTEMA DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

Uno de los sistemas enddgenos de defensa antioxidante mas importante en
el SNC es el glutation, un tripéptido formado por acido glutamico, glicina y cisteina
(que contiene un grupo sulfhidrilo). El glutation existe en dos formas: 'a oxidada
(GSSG) y la mas comun, la reducida (GSH). EI GSH (Figura 11) es el responsable
de la inactivacion directa de algunas ERO y ERN, asi como del consecuente
mantenimiento del balance redox del cerebro (Halliwell y Gutteridge, 1985). La
evaluacion de las concentraciones de GSH en tejido constituye un marcador

confiable de los niveles de actividad oxidativa en los sistemas biol6égicos.
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Figura 11. Esquema que representa la accion del glutation




9. GLUTATION PEROXIDASA

La glutation peroxidasa (GPx) fué descubierta en 1957 (en tejidos animales).
Generalmente no esta presente en bacterias o plantas superiores, aunque ha sido
reportada en algunas algas y hongos. Se encuentra ampliamente distribuida en los
tejidos animales en concentraciones variables.

La glutatibn peroxidasa consiste de cuatro subunidades proteinicas, cada
una de las cuales contiene un atomo de selenio (Se) en su sitio activo. Se
requieren cantidades traza de Se en la dieta de los animales ya que juegan un
papel importante como cofactor de la familia de enzimas glutatién peroxidasa.

Basicamente se reconocen cuatro tipos de glutatibn peroxidasa: GPx
clasica o citosdlica (cGPx}, GPx hidroperéxido fosfolipidica (PHGPx), GPx
plasmatica {(pGPx) y la GPx gastrointestinal (GPx-Gl).

La glutation peroxidasa (Figura 12} es una enzima importante dentro de los
sistemas de defensa antioxidante. Es un componente del ciclo del GSH, ya que
éste cataliza la reduccion del perdxido de hidrogeno (H,C;) a través de la GPx
(Baker, 1993). Durante este mismo ciclo, el GSH se regenera por la accion de la

glutation reductasa (GSSGred) .

10. SUPEROXIDO DISMUTASA

La enzima superoxido dismutasa (SOD) acelera la reaccion de dismutacion
del radical superoxido (C;} a H>O, (Figura 12). También impide la formacién de
peroxinitrito (un derivado altamente citotoxico del Oxido nitrico) por competencia del

oxido nitrico con el O, .



La SOD se encuentra virtualmente en todas las células eucariotas
incluyendo bacterias, plantas y animales. Se han purificado tres tipos de SOD
humana: Cu, Zn-SOD, Mn-SOD y SOD extracetular. (Nakazawa et al., 1996)

La SOD dependiente de cobre y zinc {(Cu,Zn-SOD) tiene un peso molecular
de 32,000 y consiste de dos subunidades protéicas. Cada unidad tiene un sitio
activo que contiene un ion cobre y un ion zinc. El'idn Cu sirve como un sitio redox
activo y el de Zn mantiene la estructura de la proteina. La Cu, Zn-SOD se localiza
abundantemente en el citosol celular, y se ha encontrado incluso en el nucleo
(Nakazawa et al., 1996)

La SOD dependiente de manganeso (Mn-SOD), se encuentra en la matriz
mitocondrial (Noack et al., 1998). Tiene cuatro subunidades con Mn en cada
subunidad. El peso molecular es de 40,000-80,000.

La SOD extracelular esta presente en el plasma, unida a sulfato de heparina
en la superficie de celulas endoteliales. Esta SOD es una glicoproteina tetramérica
que contiene Cu y Zn. La presencia de SOD en varios compartimentos de nuestro
cuerpo permite que la SOD dismute el O, inmediatamente en el sitio en que es

formado (Nakazawa et al., 1996).



Figura 12. Esquema mostrando la produccion de especies reactivas y su remocion o

por vias que involucran reacciones con glutation (GSH), glutation peroxidasa J
(GPx), y superoxido dismutasa (SOD). (Tomado de Winterbourn, C.C. 1995. : ;
Clinical and Experimental Pharmacology and Physiology). i 5
33

11. EVALUACION DE LOS NIVELES DE TALIO EN TEJIDO CEREBRAL , -_-
En algunos casos de taliotoxicosis humana, la evidencia clinica no esu'f;:

especifica de tal intoxicacion, por lo que se hace dificil el diagnostico (Meggs et alr-';l’j
":-Ii

1994). Por eso, la diagnosis diferencial debe probarse por medio de mediciones

que comprueben la presencia de TI" en sangre y orina. Adicionalmente, el

monitoreo de la concentracidn del metal en los fluidos corporales es importante no

sdlo por el manejo de un paciente intoxicado, sino también por la posibilidad de la



exposiciébn ambiental al TI*, asi como por las cuantificaciones de este metal en
estudios experimentales con animales (Rios y Monroy-Noyola, 1992}

El TI' se ha cuantificado en distintas muestras biologicas, como la sangre,
cabello y orina, siendo esta Gitima la mas comun. Los métodos desarrollados para
determinar los niveles del metal en orina son los siguientes: electroquimicos (Liem
et al., 1984), espectrograficos {Achenbach et. al., 1980; Mauras et. al., 1993) y de
absorcion atémica con y sin flama (Chandler y Scott, 1984; Rios et al., 1989).
Algunos de los métodos mas recientes requieren de procedimientos de extraccion
previos al analisis para evitar interferencias o para concentrar al elemento. El
analisis directo del TI" se logra por medio de la espectrofotometria de absorcidn
atomica con horno de grafito. Debido a la alta sensibilidad de este método, fué el
que se utilizo en el presente trabajo. Dicho método analitico se basa en el principio
que senala que si un haz de luz de determinada longitud de onda incide sobre un
atomo libre en su estado basal, este puede absorber energia radiante y pasar al
estado excitado (Martinez, 2000).

En el caso de los metales, la energia de la mayoria de las transiciones se
encuentra en las regiones ultravioleta y visible del espectro. La caracteristica de
interés en las mediciones por absorcion es la cantidad de luz a la longitud de onda
de resonancia que es absorbida cuando ésta pasa a traves de una nube atébmica.
Conforme el numero de atomos se incrementa en el paso de la luz, la cantidad
absorbida aumentara en forma predecible. La nube de atomos requerida para las

mediciones en absorcion atormica es producida por la aplicacion de suficiente



energia térmica a la muestra para la disociacién de los compuestos quimicos en
atomos libres (Martinez, 2000).

En la espectrofotometria de absorcién atomica, la muestra por analizar se
transforma en un vapor atomico en el que la mayor parte de los atomos estan en
su estado fundamental. Esta tecnica de atomizacion con horno de grafito tiene la
posibilidad de contar con un programa de control de temperaturas. Basicamente,
las fases de este programa son tres: en la primera etapa del programa, llamada det
SECADO, se pretende eliminar el agua de la muestra, por ebullicidon. En la
segunda etapa, la de CALCINACION, se elimina la matriz de la muestra, por
ejemplo, materia organica si se trata de un material biologico. La tercera fase, la de
ATOMIZACION, es la de produccion de vapor atdmico (Martinez, 2000).

En trabajos previos realizados por nuestro grupo hemos reportado las
concentraciones de TI* en diferentes regiones cerebrales empleando distintos
esguemas de administracion. Usando ratas adultas gue recibieron diferentes dosis
de sulfato de TI' (16, 32 y 48 mg/kg) y sacrificadas 24 h después de! tratamiento,
encontramos una distribucion diferencial en todas las regiones cerebrales. La
concentracion mas alta fue encontrada en hipotalamo y de manera decreciente le
siguieron mesencefalo, hipocampo, talamo, puente, cerebelo, cuerpo estriado y
corteza. siendo similar el patron de distribucioén con las tres dosis comparadas. Con
respecto a la entrada del metal al parenguima cerebral. los datos obtenidos
mostraron que en el estudio del curso temporal del TI' se produjo una entrada mas
rapida en hipotalamo que en otras regiones, particularmente la corteza, sugiriendo

diferencias de entrada al tejido nervioso dependiendo de la regidn Otro dato



importante fue el establecimiento de un comportamiento dosis-dependiente en
cuanto a la concentracion del metal encontrada en las regiones cerebrales y la
dosis administrada en los animales (Rios et al., 1989).

Posteriormente, en otro estudio se utilizaron ratas en diferentes etapas de
desarrollo (desde recién nacida hasta 20 dias de edad) empleando dosis de 16
mg/kg de acetato de TI". Los resultados mostraron que el cerebro de los animales
adultos es menos permeable al metal gue el de los animales en desarrollo,
sugiriendo que el transporte reducido de TI° en el cerebro se relaciona al
establecimiento de la barrera hematoencefalica en las ratas. También se
encontraron diferencias entre los animales lactantes y los recien nacidos en
relacion a la distribucion regionatl del metal. En el caso de las ratas de mayor edad,
se observo una distribucion dependiente de la regidn, mientras que los neonatos
presentaron un contenido homogéneo del TI” en todas las regiones. La
participacién aparentemente activa de la barrera hematoencefalica en el transporte
del TI" en el parénquima cerebral sugiere una alta susceptibilidad de los efectos
toxicos dei T1" en funcion de la edad {Galvan-Arzate y Rios, 1994).

Finalmente, en nuestro estudic mas reciente, se evaluaron tambien las
concentraciones de TI" en regiones cerebrales. Este se realizé en ratas adultas que
recibieron dosificaciones del metal durante 30 dias. Las dosis probadas fueron de
0.8 y 1.6 mg/kg de acetato de TI". De acuerdo a lo esperado, las concentraciones
cerebrales mas altas se observarcn en los animales que recibieron la dosis mas
alta del toxico. Por otro lado, de manera sorpresiva, no se encontré una

distribucion diferencial en las regiones cerebrales analizadas para ninguna de las



dosis empleadas; estos interesantes hallazgos pueden deberse a que los niveles
detectados muestran procesos de excrecion del metal de la fase de eliminacion del

toxico (Galvan-Arzate et al., 2000},

12. ALTERACIONES CONDUCTUALES POR TALIO

En casos de intoxicacion aguda por TI" la recuperacion puede requerir
meses y de hecho, puede no ser completa (Reppeto et al., 1988). Las secuelas
mas comunes e importantes pueden ser mareo, falta de concentracion, dolor de
cabeza intenso, fallas de memoria y alteraciones emocionales frecuentemente
asociadas con el decaimiento gradual de la inteligencia (Manzo y Sabbtoni, 1988).
Los hallazgos mas comunes en ninos intoxicados son anormalidades mentales y
cognitivas (retardo y psicosis), reflejos anormales, ataxia y temblor (Reed et ai.,
1963).

Con respecto a la intoxicacion subaguda o cronica, las cuales se asocian
con la acumulativa retencion de TI" en los tejidos, se ha observado que el dafio en
el Sistema Nervioso Central causa cambios mentales Severos, psicosis,
desorientacion, alucinaciones, demencia y deterioro en la funcion intelectual
(Thompson et al., 1988). Se ha observado conducta histérica al final de la primera
semana despues de la ingestion. La sed excesiva y la vigilia intratable parecen
deberse al efecto del TI' en el SNC, mas que al dolor que pueden llegar a sentir
los pacientes (Cavanagh et al, 1974). Tambien puede producirse insomnio, dolor

de cabeza, ansiedad, irritabilidad y excitabilidad (Herrero et al.. 1995). Se han

el



encontrado muchos tipos de secuelas como el retardo mental, la psicosis y los
reflejos anormales (Dumitru y Kalantri, 1890).

El mecanismo mas importante por medio del cual el ambiente modifica la
conducta en humanos es el aprendizaje. El aprendizaje se define como el proceso
de adquisicién de conocimiento sobre el entorno. La memoria por su parte es |a
retencion o almacenamiento de ese conocimiento. El estudio del aprendizaje nos
permite conocer con mayor detalle las capacidades logicas del cerebro (para
adquirir y guardar informacion) y ncs ha provisto de una poderosa herramienta
para evaluar el procesamiento mental (Kupfermann, 1991). El aprendizaje puede
estudiarse suministrandc al sujeto experiencias de aprendizaje repetidas y
observando los cambios progresivos en su desempefno. En consideracion a estos
antecedentes, en este trabajo se realizé una prueba conductual para evidenciar a
un nivel mas fisiologico, el daio por EO inducido por Tl y su efecto integral sobre

el organismo de los animales expuestos al metal.

JUSTIFICACION

En general, la importancia de elementos traza en el ambiente como
contaminantes y su impacto para la salud humana ha sido establecidos para
elementos tales como fluor, arsénico y selenio, asi como para metales pesados
como cadmio, mercurio y plomo. Sin embargo. aun no esta disponible un estudio
completo que proporcione evidencia de los procescs de contaminacion del TI', el

cual puede representar serias consecuencias para la salud humana.



A pesar de ser un elemento altamente toxico, el talioc ha sido estudiado en
un grado mucho menaor que otros elementos toxicos. Esto es principalmente debido
a que el TI" es dificimente detectado por métodos analiticos convencionales que
generalmente tienen menos sensibilidad por este metal que por otros elementos.
Adicionalmente, la importancia economica del talio no es tan grande como la de
otros elementos tales como el cromo, niquel o zinc. Sin embargo, la importancia
ecotoxicoldgica del talio se deriva de su alta toxicidad aguda sobre los organismos
vivos, comparable a la del plomao y del mercurio. Actualmente existe una creciente
demanda por el TI" en la tecnologia de vanguardia. Mas aun, desde su
descubrimiento como componente de conductores de alta temperatura, el TI” ha
atraido una gran atencion como fuente potencial de contaminacion a gran escala
en el futuro. Si bien la toxicidad de TI" puede no tener gran importancia global por
el momento, puede ser un problema suficientemente grave en ciertas regiones
industriales y de ahi que sea necesario reducir sus niveles en el ambiente debido
al riesgo potencial que representa para la salud publica.

En trabajos previos a este estudio hechos por diversos grupos (incluyendo el
nuestro), se han investigado los efectos del talio sobre la peroxidacion de lipidos y
el estrés oxidativo empleando diferentes tejidos, especies animales y esquemas de
administracion. Los hallazgos derivados de estas investigaciones han demaostrado
que la toxicidad del TI' se puede relacionar con la formacién de especies reactivas
del oxigeno, lo cual constituye un factor de riesgo importante para el dafo celular,
la disfuncion organica y el impedimento de las funciones biolégicas esenciales. La

mayoria de estas investigaciones han probado esquemas subcrénicos o crénicos



de intoxicacién; sin embargo una administracion Gnica del TI' puede presentar
efectos toxicos para el hombre aln desconocidos pero de potencial riesgo
neurotéxico. Por esto, es importante realizar estudios mas detallados que ayuden a
esclarecer el papel del estrés oxidativo en los procesos toxicos producido por el
ingreso de este metal al organismo, y de manera simultanea caracterizar los
cambios producidos en los diferentes sistemas antioxidantes, poniendo especial
atencién en aquellos efectos ocurridos de manera temprana pero con efectos
tardios. Para cumplir este propodsito, en este trabajo se emplearon diferentes
técnicas espectrofotometricas (uv-visible, fluorométricas y absorciéon atomica) vy
conductuales que pondran en evidencia las alteraciones a los sistemas
antioxidantes endogenos producidos por el talio en diferentes regiones cerebrales
de rata siete dias después de su administracion, empleando para ello dos dosis

diferentes del toxico con fines comparativos.



II. HIPOTESIS

Dado que una parte importante de la accién toxica de! TI" bajo diversos
esquemas de administracion es mediada a través de la generacion de ERO y ERN
que originan estrées oxidante, y debido a que asumimos que aun una unica
administracion del TI" a los animales podria iniciar una respuesta regional asociada
al estrés oxidante, dicho procesc podra ser evidenciado en este estudio a partir del
analisis de diferentes marcadores de dano oxidativo y conductuales bajo un
esquema de administracién aguda del metal. De esta manera y a traves del estudio
de la respuesta de los sistemas antioxidantes endogenos, se caracterizaran
algunos de los mecanismos especificos responsables del dano oxidativo
producidos por el TI" en SNC como parte de su patrén selectivo de neurotoxicidad

y se correlacionaran con alteraciones conductuales mayores.



Ill. OBJETIVO GENERAL

o Evaluar el efecto del TI" sobre diferentes marcadores de estrés oxidativo y las
respuestas de antioxidantes enddgenos en el Sistema Nervioso Central de ratas
expuestas a un esquema de administracion aguda y correlacionarlo con
alteraciones conductuales, aportando asi informacion esencial para |la

caracterizacion de su patron de neurotoxicidad.

IV. OBJETIVOS PARTICULARES

a) Medir los niveles de peroxidacion de lipidos en diferentes regiones cerebrales de
ratas (hipotalamo, cerebelo, corteza, hipocampo y cuerpo estriado) 7 dias
después de fa administracién sistémica tnica de acetato de TI".

b) Analizar los niveles de GSH en las mismas regiones cerebrales y bajo las
mismas condiciones experimentales.

c) Cuantificar la actividad de la GPx y de ambas isoformas de la SOD (Cu-Zn y Mn
dependientes) bajo el mismo protocolo experimental.

d) Estimar las concentraciones de TI" en diferentes regiones cerebrales propuestas
en el mismo esquema experimental.

e) Evaluar el dafo producido por el TI" a nivel fisiologico integrativo por medio de
pruebas conductuaies relacionadas a tareas motoras y de aprendizaje y su
posible correfacion con los datos derivados de los marcadores de estrés

oxidativo.



V. METODOLOGIA

Este trabajo fue realizado en las instalaciones del Departamento de
Neuroguimica y Laboratorio de Aminoacidos Excitadores, del Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia "Manuel Velasco Suarez” de la Secretaria de Salud,
empleandose los reactivos, materiales y equipos de los mismos.

Asimismo, algunas determinaciones (actividades enzimaticas de SOD) se
realizaron en colaboracion con el Laboratorio que dirige el Dr. Jose Pedraza

Chaverri en el Departamento de Biologia de la Facultad de Quimica de la U.N.A.M.

SECCION DE REACTIVOS

Todos los reactivos empleados fueron de las marcas comerciales
internacionales (SIGMA, Aldrich, Mallinckrodt, etc.) y nacionales (Merck, Baker, etc)
cumpliendo con estandares de calidad de grado analitico y/o grado HPLC.

Para la elaboracion de soluciones en todos los casos fue utilizada agua

desionizada.

SECCION DE ANIMALES

Se emplearon ratas machos adultos de la cepa Wistar de 250 a 300 g, las
cuales se administraron por via intraperitoneal con dosis de 8 0 16 mg/kg de peso
de acetato de TI” (que de acuerdo a Rios y Monroy-Noyola, 1992, corresponden
respectivamente a la cuarta parte y a la mitad de la Dlsp previamente establecida
para nuestras condiciones de trabajo Se utilizan para probar toxicidad del talio sin

comprometer la sobrevivencia de los animales) o volumenes equivalentes de



vehiculo (agua desionizada) para los animales controles. Siete dias después de la
exposicion al metal, los animales se sacrificaron por decapitacion y se obtuvieron
por diseccion las siguientes regiones cerebrales: hipotalamo (Ht), cerebelo (Ce),
corteza (Cx), hipocampo (Hc) y cuerpo estriado (E), siguiendo la técnica descrita
por Glowinski e Iversen (1966). Las muestras de tejido obtenidas fueron
procesadas inmediatamente, o bien, fueron preservadas en congelacion (-70 °C)
hasta su procesamiento. A partir del tejido obtenido, se realizaron las
determinaciones correspondientes siguiendo el protocolo de cada técnica en
particular. Animales tratados bajo las mismas condiciones fueron preservados con

vida y destinados a tas pruebas conductuales.

1. Peroxidacion de lipidos {(PL): El lejido se homogenizé en solucion salina {pH

7.0), de donde se tomo una alicuota de 1 ml para el analisis de los
productos lipidicos fluorescentes de la peroxidacion (Triggs y Willmore,
1984), guardandose un volumen menor para la cuantificacion de proteinas
por el método de Lowry y col. (1951). A la alicuota de 1 ml se le agregaron 4
ml de una mezcla de cloroformo-metanol (2:1). Estas muestras se agitaron y
enfriaron en hielo por 30 min protegidas de la luz para que se realice ia
separacion de fases. La fluorescencia se midio en la fase clorcférmica a una
longitud de onda de excitacion de 370 nm y una longitud de onda de emision
de 430 nm. Empleando para ello un espectrcfolometro de luminiscencia
Perkin-Elmer modelo LS50B Los resultados se expresaron como unidades

de fluorescencia por mg de proteina (Santamaria y Riocs. 1993},



2. Glutation reducido (GSH): l.as muestras del tejido de las diferentes regiones

cerebrales se homogenizaron en relacion 9:1 {peso/vol) con amortiguador
de fosfatos-EDTA + HPO3 (al 25%). Se centrifugaron a 15,000 r.p.m.
durante 15 min y el sobrenadante se empleo para evaluar los niveles de
GSH siguiendo la técnica de Hissin y Hilf (1976). A 0.5 ml del sobrenadante
se le agregaron 4.5 mi de amortiguador de fosfatos-EDTA y 100 pl de esta
dilucién se hicieron reaccionar con 1.8 ml de amortiguador + 100 pl de O-
ftaldialdehido (OPA); esta nueva mezcla se incubd a temperatura ambiente
y la senal de fluorescencia obtenida de la reaccion se leyo a longitudes de
onda de excitacion de 350 nm y 420 nm de emision. Para estas
cuantificaciones se uso un espectrofotometro de UV-VIS Perkin-Elmer
modelo Lambda 20. La técnica claramente diferencia las concentraciones de
GSH y GSSG debido a que las muestras se procesan por separado y para
el caso de GSSG se emplea un reactivo adicional (N-etil-maleimida) ademas
de gue en las diluciones finales en lugar de amortiguador se emplea una
solucion de NaOH (0.1N). Los resultados se expresan como ug/g de teiido
fresco tomando como referencia a una curva de calibracion de

concentraciones conocidas de GSH.

A0



3. Glutation peroxidasa (GPx): Para la determinacion de la actividad enzimatica

de la GPx se empled la técnica reportada en 1974 por Hafeman y col. Esta
técnica permite valorar de manera indirecta la actividad de GPx que
después de la reaccion enzimatica degrada una concentracion inicial
conocida de GSH a una concentracién final desconocida que es comparada
con una curva de calibracién procesada simultaneamente El tejido obtenido
se homogenizo en amortiguador de fosfatos (pH = 7.4). Se tomaron 30 ul
del homogenado y se incubaron con 0.5 ml de GSH (2 mM) + 0.5 mi de
buffer de fosfatos 0.04 M (con 0.0004 M de EDTA), pH=7.0 + 0.25 ml de
NaN; (0.01M), llevando con agua desionizada hasta un volumen final de 2
ml. Esta mezcla se agito durante 5 min a 37°C y se le agregd 1 ml de H;0;
(1.25 mM) preincubado a la misma temperatura durante 3 min mas.
Posteriormente, se sustrajo 1 ml de la mezcla incubada y se le mezcld con 4
ml de acido metafosférico (1.67 g de acido metafosférico glacial + 0.2 g de
EDTA + 30 g de NaCl), esta nueva mezcla se centrifugé a 3,500 r.p.m.
durante 15 min; el GSH libre de proteinas se determino usando 1 ml del
centrifugado + 1 ml de amortiguador + 0.5 ml de DTNB (acido 5.5'-ditiobis-2-
nitrobenzoico). Después de 2 min, se midio la absorbancia a una longitud de
onda de 412 nm. . Para estas cuantificaciones se uso un espectrofotometro
de UV-VIS Perkin-Elmer modelo Lambda 20. Los resultados de actividad se

expresaron como U/mg de proteina.
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4  Superdxido dismutasa (SOD): La actividad total de la SOD en los

homogenados de tejido se realizo siguiendo la técnica de Oberley (1984). Ei
ensayo de inhibicion competitiva se realizo usando el sistema xantina-
xantina oxidasa para reducir NBT (nitroazul de tetrazolio}, empleando una
mezcla de reaccion conteniendo una concentracion final de EDTA (0.122
mM}, NBT (30.6 pM), xantina (0.122 mM), albumina de suero bovino (0.006
%) y carbonato de sodio (49 mM). A 500 pl del homogenado (1:100) se les
agregaron 2.45 ml de la mezcla antes descrita y 50 ul de xantina oxidasa
(2.8 U/l) y se incubaron a 27°C durante 30 min. La reaccién se detuvo con
cloruro de cobre (0.08 mM) vy las lecturas se realizaron a una longitud de
onda de 560 nm en un espectrofotdometro UV-Visible. La cantidad de
proteina que inhibid la reduccion de NBT al 50 % se definio como una
unidad de actividad de SOD. Los resultados se expresaron como U/mg de
proteina. Para medir la actividad especifica de la SOD-Mn, la SOD-Cu,Zn se
inhibio con DDC (dietil-ditiocarbamato). Para el ensayo de la aclividad de
SOD-Mn, la muestra se incubd con DDC (50 mM) a 30°C durante 1 hora y
enionces se dializd por 3 h con tres cambios de 400 vol. de amortiguador de
fosfatos (5 mM, pH = 7.4) y EDTA (0.1 mM). La actividad de SOD-Cu,Zn se
obtuvo restando la actividad de las muestras tratadas con DDC de la

actividad total de SOD previamente medida.



5. Concentracion _de TI° en tejido: Para la cuantificacion por TI* por

espectrofotometria de absorcion atdémica con horno de grafito, se colocaron
las distintas regiones cerebrales en tubos de polipropilenc (previamente
lavados con acido nitrico suprapur 0.5 % y enjuagados con agua
desionizada), registrando el peso fresco de cada muestra. A dichos tubos se
les agregaron volumenes diferentes de acido nitrico suprapur concentrado,
dependiendo de la cantidad de tejido (0.2 ml para Ht; 0.5 ml para Ey Hc, ¥
1.0 ml para Ce y Cx), para digerir el tejido cerebral. Se colocaron en bano
maria con agitacion continua a 60°C durante 60 min para acelerar la
reaccion. El tejido digerido se dejo enfriar a temperatura ambiente y se
guardd en refrigeracion hasta su analisis. EI contenido de TI' de cada
muestra se determiné por duplicado en alicuctas de 20 pl de las diluciones
de las muestras con la solucion modificadora de matriz, en un
espectrofotometro de absorcion atdmica Perkin-Elmer 3110 con horno de
grafito HGA-600 y automuestreador AS-60. La utilizacion de la solucion
modificadora de matriz sirvid para aumentar la estabilidad térmica del talio.
lo que permitid realizar las determinaciones usando temperaturas mas altas
en el horno de grafito, sin perdida de material (Rios y Galvan-Arzate, 1998).
Se corrieron curvas de calibracion hechas a partir de una solucion estandar
de 1 p.p.m. de TI", de modo que las diluciones hechas para las muestras se
ajustaran a los valores de nuestra curva. Los valores de concentracion de
TI" en las muestras se expresaron como ug/g de tejido fresco despues de

hacer los calculos necesarios para tomar en cuenta la dilucion de ia



muestra, el volumen de acido nitrico empleado para la digestion del tejido y

el peso del mismo.

. Aprendizaje espacial: Ratas Wistar macho de 250-300 g tratadas con

vehiculo o talio (8 0 16 mg/kg). Fueron valoradas siete dias después de la
exposicion al TI', las ratas por medio de un laberinto acuatico de acuerdo a
los reportes previos hechos por Stewart y Morris (1993), y Castillo y col.
{2000). El laberinto acuatico consistio de una alberca de 1.5 m de diametro
con paredes laterales de 40 ¢cm de alto. La alberca se llend con agua a una
temperatura entre 23 y 28°C, a la cual se le agregé leche para haceria
opaca. Se empled una plataforma de escape de 10 cm de diametro que se
coloco en uno de los cuadrantes de la alberca y se mantuvo fija durante
todas las mediciones. El nivel del agua era de 1 a 2 ¢cm por arriba de Ia
plataforma para cubrirla completamente. La posicion del observador fue
siempre la misma, aproximadamente a 1 m de distancia de la alberca. El dia
de habituacion (dia 6 despues de la intoxicacion) se coloco al azar a cada
uno de los animales durante 1 min, dejandolos nadar libremente en la
alberca (este dia el agua estaba clara y no habia pilataforma). El dia de
evaluacion (dia 7 despues de la exposicion a Ti+) se realizaron las
valoraciones que consistieron en cuatro intentos para cada rata, cada uno
de los cuales tenia como ltiempo maximo 5 min, y la finalidad era que el
animal localizara la plataforma y se subiera a ella para "escapar” del agua

Se evaluaron tres parametros durante el ensayo del laberinto acuatico: se



conto el tiempo que tardaba la rata en alcanzar la plataforma, los fracasos al
no encontrar la piataforma y el namero de cruces que hacia cada animal en
la alberca. Para cada uno de los intentos se coloco al animal suavemente en
la superficie del agua, viendo hacia las paredes de la alberca desde
diferentes focalizaciones alrededor de la misma, escogiendo el sitio al azar,
y a partir de ahi se tomaban los cinco minutos de cada intento. Cuando la
rata alcanzaba l|a plataforma, el cronometro se detenia y se dejaba
descansar al animal durante 30 seg. en la plataforma; si la rata no
encontraba la plataforma (lo cual se contaba como fracaso), se le sacaba
del agua, se le colocaba en la plataforma y se le dejaba descansar ahi
durante 1 min antes del siguiente intento. Cuando el animal abandonaba la
periferia de ta alberca o se sumergia de un punto a otro de la circunferencia.
describiendo una linea geométrica o atravesando completamente la alberca,

se contaba un cruce.



Figura 13. Esquema representando la prueba conductual del laberinto

acuatico de Stewar y Morris {1993).

7. Actividad locomotora espontanea: Para esta evaluacién se usaron animales

que recibieron ia administracién de vehiculo para ser empleados como los
controles o las diferentes dosis de TI" para el caso de ios experimentales.
Siete dias despues las ratas se colocaron individualmente en una caja de
acrilico transparente y valorandose los movimientos horizontales, verticales
y ambulatorios durante una hora. Las variables analizadas fueron
registradas usando un sistema automatizado (Electronic Motility Meter 40
Fc, Motron Products, Stockholm, Sweden) y los resultados se expresaron

como frecuencia total de movimientos durante 60 min.



Figura 14. Fotografia mostrando el aparato para evaluar conducta de! movimiento
espontaneo (Electronic Motility Meter 40 Fc; Motron Products, Stockholm,

Sweden).

8. Analisis estadisticos: Todos los resultados son presentados como promedio

+ S.E.M. A excepcién de los datos obtenidos de fas pruebas conductuales
(analizadas por la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y cuando fue
necesario seguida de la U de Mann-Whitney ), todos las demas fueron
procesados por un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de una
prueba de Tukey para comparaciones miltiples. Los valores de p<0.05

fueron considerados con significancia estadistica.



Vi. RESULTADOS

|. Efecto del TI" sobre la peroxidacién lipidica en regiones cerebrales: La

Grafica 1 muestra el efecto del TI" (8 y 16 mg/kg) sobre la PL en diferentes
regiones cerebrales 7 dias después de su administracion. El orden de los niveles
basales de PL fue el siguiente: Cx<Ce<E<Hc<Ht. Los resultados obtenidos con la
dosis de 8 mg/kg no mostraron cambios significativos con respecto al control.
Con respecto a la dosis de 16 mg/kg, el Ti+ aumento la PL en Ht (215 %), Ce (85
%) y E (112 %) cuando se comparan contra valores control. Los valores de PL
producidos por esta dosis tambien resultaron significativamente mas altos que

aquellos generados por la dosis de 8 mg/kg en las mismas regiones.
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Grafica 1. Efecto del talio (TI") sobre la peroxidacion de lipidos. Las ratas recibieron agua
como vehiculo {controles) o una scla administracién de acetato de talio (8 ¢ 16 mg/kg)
Siete dias despues, los animates de todos los grupos fueron sacrificados y las siguientes
regiones cerebrales se obtuvieron hipotdlamo (Ht), cerebelc (Ce), estriado (E).
hipocampe (Hc), y corteza (Cx) La peroxidacion de lipidos en las diferentes regiones
cerebrales fue evaluada por un meétode fluorométrico. Se presentan los promedios =
S.E M. de 6 ratas de grupos independientes. *(p<0.05) y “(p<C,01) fueron estadisticamente
diferentes del control, *(p<0.05) y ®(p<0.01) son diferencias entre la dosis de 16 mg/kg con
respecto a la de 8 mg/kg (ANOVA de una via seguido de la prueba de Tukey)



2. Efecto del TI" sobre los niveles de GSH en regiones cerebrales: Los niveles

de GSH en diferentes regiones cerebrales de ratas control y ratas tratadas con T1'
7 dias despues de la administracion del metal se muestran en la Grafica 2. El
orden de los niveles basales de GSH en las regiones estudiadas fue:
Ce<Hc<Cx<Ht<E. Los niveles de GSH fueron disminuidos significativamente solo
en E (-22 %) a la dosis de 16 mg/kg, cuando se compara contra los controles. No

se encontraron otras diferencias significativas.
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Grafica 2. Efecto del talio (TI") sobre el contenido de GSH en regiones cerebrales de rata.
Los animales recibieron agua como vehiculo {controles} o una sola administracion de
acetato de talio (8 0 16 mg/kg). Siete dias después, las ratas de todos los grupos fueron
sacrificadas y las siguientes regiones cerebrales se obtuvieron: hipotalamo (Ht), cerebelo
(Ce), estriado (E), hipocampo {Hc), y corteza (Cx). £l contenido de GSH en las diferentes
regiones cerebrales fue evatuado por un método flucrométrico Se presentan los

promedios + S.E.M. de 6 ratas de grupos independientes. *(p<0.05) (ANOVA de una via
seguido de la prueba de Tukey)



3. Efecto del TI" sobre la actividad de la GPx en regiones de cerebro de rata:

El efecto de TI" en la actividad cerebral regional de la GPx después de 7 dias de su
administracion sistemica se muestra en la Grafica 3. El orden de los niveles
basales de GPx fue el siguiente: Ce<E<Cx<Ht<Hc. El T+ no tuvo efectos
significativos sobre la actividad de la GPx en ninguna de las regiones estudiadas

cuando se compar¢ contra los valores de los animales controles.
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Grafica 3. Efecto del talio (TI') sobre la actividad de la glutation peroxidasa {GPx) en
regiones cerebrales de rata Los animales recibieron agua como vehicuto (controles) o una
scla adminstracion de acetaloc de Ti+ (8 o 16 mg/kg) Siete dias despues, las ratas de
todos los grupos fueron sacrificadas y las siguientes regiones cerebrales se obtuvieron:
hipotalamo (Ht), cerebelo (Ce), estriado (E). hipocampo (Hc), y corteza (Cx). La actividad
de la GPx en las diferentes regiones cerebrales fue caractenzada por un metedo
espectrofotometrico. Se presentan los promedios =+ SEM de 6 ratas de grupos
independientes No se encontraron diferencias estadisticas entre los tratamientes
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4 FEfecto del TI" sobre la actividad total de la SOD en regiones cerebrales de

rata: La actividad total de la SOD en regiones cerebrales de ratas control y
administradas con TI" 7 dias después de la exposicion al metal se muestran en la
Grafica 4. El orden regional de actividad basal de la SOD total fue:
Ce<Ht<Cx<Hc<E. Solo se encontraron diferencias significativas en la actividad
total en Ht (-25 %) y E (-30 %) a la dosis de 16 mg/kg, cuando se compararon

contra valores control.
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Grafica 4. Efecto del talio (TI") sobre la actividad total de la superdxido dismutasa {SCD)
en regiones cereprales de rata. Los animales recibieron agua como vehiculo (controles) o
una sola administracion de acetato de TI" (8 o 16 mg/kg). Siete dias después, las ratas de
todos los grupos fueron sacrificadas y las siguientes regiones cerebrales se obtuvieron
hipotalamo (Ht), cerebelo (Ce), estriado (E), hipocampo (Hc), y corteza (Cx). La actividad
total de la SOD en las diferentes regiones cerebrales fue evaluada por un meétodo
espectrofotométrico. Se presentan los promedios + SEM de 6 ratas de grupos
independientes  *(p<0 05) fue estadisticamente diferente del control; "(p<0 05)
corresponde a diferencias entre la dosis de 16 mg/kg con respecto a la de 8 mg/kg
(ANOVA de una via seguido de la prueba de Tukey)
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5. Efecto del TI" sobre la actividad de la Cu.Zn-SOD en regiones cerebrales de

rata: La actividad cerebral regional de ta Cu,Zn-SOD en ratas control vy
administradas con TI" 7 dias después de la exposicion al metal se muestran en la
Grafica 5. Basicamente, se encontraron tendencias similares a las observados
para la SOD total. El orden en los niveles basales de actividad de la Cu,Zn-SOD
fue: Ce<Ht<Cx<Hc<E. Solamente se encontraron diferencias significativas en la
actividad de la Cu.Zn-SOD en Ht (-25 %) y E (-30 %) a la dosis de 16 mg/kg

cuando se hacen comparaciones contra el control.
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Grafica 5. Efecto del talio (TI") sobre la actividad de la superoxido dismutasa Cu,Zn
dependiente (Cu,Zn-SOD) en regiones cerebrales de rata. Los animales recibieron agua
como vehiculo (controles) ¢ una sola administracidn de acetato de Tl+ (8 o 16 mg/kg).
Siete dias después, |las ratas de todos los grupos fueron sacrificadas y las siguientes
regiones cerebrales se obtuvieron: hipotalamo (Ht), cerebelo (Ce), estriado (E),
hipocampo (Hc), y corteza (Cx}. La actividad de la Cu,Zn-SOD en las diferentes regiones

cerebrales fue evaluada por un método espectrofotométrico. Se presentan los promedios +

S.E M. de 6 ratas de grupos independientes. ?(p<0.05) fue estadisticamente diferente del
controf; *(p<0 05) corresponde a diferencias entre la dosis de 16 mg/kg con respecto a la
de 8 mg/kg (ANOVA de una via seguido por la prueba de Tukey).

No se encontraron efectos del TI" sobre la actividad de la Mn-SOD en ninguna de

las regiones estudiadas ni a ninguna de las dosis probadas (datos no mostrados)



6. Efecto del TI" sobre la concentracion de TI" en regiones cerebrales de rata:

La distribucion de TI" en las diferentes regiones cerebrales analizadas de los
animales control y de los tratados con las dosis de 8 y 16 mg/kg de TI” se muestran
en la Grafica 6. No se encontraron niveles significativos de TI" en las regiones de
ratas control. En contraste, todas las regiones analizadas de animales
administrados con las dosis de 8 y 16 mg/kg exhibieron aumentos significativos de
TI" con respecto a valores control y entre si, y estos cambios resultaron ser dosis-
dependientes. Los porcentajes de aumento entre las dos diferentes dosis del metal
fueron: 56 % para Ht, 49 % para Ce, 61 % para E, 29 % para Hcy 29 % para Cx.
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en fa distribucion de
TI" cuando se compararon las diferentes regiones entre si dentro de una misma

dosis.
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Grafica 6 Cuantificacion de la concentracién regional cerebral de TI' en ratas. Los
animales recibieron agua como vehiculo (controles) ¢ una scla administracién de acetato
de TF (8 o 16 mg/kyg) Siete dias después, las ratas de todos tos grupos fueron
sacrificadas y las siguientes regicnes cerebrates se obtuvieron: hipotalamo (Ht), cerebelo
{Ce), estriado (E), hipocampo (Hc), y corteza (Cx). El contenide de TI+ fue medido por
espectrofolometria de abscorcién atémica. Se presentan los promedios = S.E M. de 6 ratas
de grupos independientes. *(p<0.05) y “(p<0.01) fueron estadisticamente diferentes del
centrol; b(p<O.05) y E‘(p<0.01) corresponden a diferencias entre la dosis ¢e 16 mg/kg con
respecto a la de 8 mg/kg (ANOVA de una via seguido de {a prueba de Tukey).



7. Efecto del TI" sobre el aprendizaje espacial en ratas: Ninguna de las

habilidades probadas en el aprendizaje espacial de las ratas tratadas con TI' (8 y
16 mg/kg) por medio del uso del laberinto acuatico mostraron cambios
significativos cuando se compararon con los animales control. Ni la latencia media
de escape en el dia siete {(Grafica 7) ni otros parametros tales como el numero de
fracasos para alcanzar la plataforma / numero de intentos o el numero de cruces
del tanque / min, resultaron afectados por la administracion del toxico a las ratas

(datos no mostrados).

150+

1004

<%

50+

Latencia media de
escape {segundos)

0 | i
Control 8 mg/kg 16 mg/kg

Grafica 7. Efecto del talio (T1") sobre la latencia media de escape de ratas como prueba de
aprendizaje. Los animales recibiercn agua como vehiculo (controles) o una scla
administracion de acetato de TI" (8 0 16 mg/kg). Siete dias después, las ratas de todos los
grupos fueron sometidas a ia prueba del laberinto acuatico. Se presentan los promedios -
S.E.M. de 6 ratas de grupos independientes. Los datos se analizaron a traves de un
ANOVA de Kruskal-Wallis seguido por una prueba U de Mann-Whitney. No se enconfraron
diferencias estadisticas entre los grupos.
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8. Efecto del TI' sobre la actividad locomotora espontanea en ratas: Se

registraron tres variables locomotoras en ratas tratadas con las dos diferentes
dosis de talio 8 o 16 mg/kg de TI" siete dias después de su administracion:
maovimientos horizontales, verticales y ambulatorios. Las frecuencia de dichos
movimientos revelaron que a las dos dosis del toxico probadas se produce una
disminucion significativa en la actividad locomotora en las diferentes variables
evaluadas (Grafica 8). La frecuencia en los movimientos horizontales disminuyé en
un 28% y 27% en las dosis de 8 y 16 mg/kg respectivamente cuando se
compararcn contra los animales controles, mientras gue en el caso de los
movimientos verticales la disminucion encontrada fue de 56% vy 64%
respectivamente. La actividad ambulatoria también disminuyé en un 38% vy 41%

respectivamente.
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Grafica 8 Efecto del talio (TI") sobre la frecuencia de movimientos espontaneos
horizontales, verticales y ambulatorios en ratas. Los animales recibieron agua como
vehiculo (contro!) o una sola administracién de acetato de TI” (8 o 16 mg/kg). Siete dias
despues, las ratas de todos los grupos fueron evaluadas durante 60 min Para valorar los
movimienios espontaneos, se empled el equipo automatizado Electronic Motility Meter 40
Fc. Se presentan los promedios + S.E.M de 6 ratas de grupos independientes “{(p<0.05)
fue estadisticamente diferente del control Se realizo un ANOVA Kruskal-Wallis seguido de
una prueba U de Mann-Whitney.



VIL. DISCUSION
Hallazgos generales

En este trabajo se caracterizo el perfil de actividad de diversos antioxidantes
endogenos y la consecuente ocurrencia de marcadores de estrés oxidante en
diferentes regiones cerebrales de ratas 7 dias después de un esquema de
exposicion unica al acetato de talio en dos dosis diferentes. Se observaron
alteraciones selectivas a nivel regional destacando aquellas del estriado,
sugiriendo que aun cuando los animales fueron expuestos a una sola
administracion del metal, éste tuvo secuelas bioquimicas que podrian resultar
eventualmente en graves alteraciones a los sistemas de defensa antioxidante,
tanto en su actividad como en su expresion (por probar en el futuro).
Adicionalmente, aun cuando moderadas, estas alteraciones pueden relacionarse
con el déficit conductual en los animales intoxicados con TI*, evidenciado como
una disminucion en la actividad motora o patron hipocinético, un indice
fisiopatologico que nos habla de la integridad de los sistemas de neurotransmision
y su afectacion por agentes toxicos que alteran el SNC. La relacion establecida
entre los criterios bioguimicos y los conductuales nos arroja una interesante
observacion: la respuesta tardia de algunas regiones del cerebro (en términos de
su capacidad de hacer frente al estrés oxidante) debido a la toxicidad aguda del
TI". Los elementos que sustentan esta hipdtesis son discutidos mas adelante.

Es importante senalar que a partir de estos resultados podemos considerar

puntos importantes para la continuacion de este proyecto: al inicio del mismo se

16



observd una gran mortalidad al probar la dosis de 32 mg/kg {datos no mostrados)
por lo que su empleo dificultaria obtener suficientes datos con dicha dosis, por lo
cual puede obviarse en la realizacién de futuros estudios. Con respecto a la dosis
de 8 mg/kg, no encontramos suficiente potencia pro-oxidante del metal, por lo que
puede considerarse de poca utilidad en futuros estudios bioquimicos, pero debido
a que si fue capaz de generar cambios en los estudios conductuales puede
postularse como una dosis util en bioensayos conductuales.

Por su parte, la dosis de 16 mg/kg mostré una potencia oxidante aceptable
para nuestras condiciones de trabajo, ademas de que el numero de muestras que
pudimos reuntr fue el necesario para nuestros fines, por lo que se considera como
la dosis ideal a emplear para las siguientes etapas de evaluaciones bioquimicas de
este proyecto, al mismo tiempo que proporciono datos interesante en las pruebas
conductuales.

Las dos dosis de Tl usadas en este trabajo son menores a las estimadas en
ciertas regiones del mundo como el area Lanmuchang en China, en donde la
ingesta promedio en humanos (establecida para un adulto con peso promedio de
70 kg) es superior a 27 ug/kg/dia, que es 50 veces superior al rango de ingesta del
metal (0.04 ug/dia) en personas que viven en lugares libres de contaminacién de
fondo con talio. Este alto rango de ingesta tambien es 1000 veces mayor que el
promedio mundial diario (2 ug/dia) indicado por Sabbioni et al.. 1984, y de igual
manera se encuentra muy por encima de la dosis de referencia oral de 0.056
mg/dia proporcionada por RAIS {(Risk Assesment Information System) en el 2003.

De acuerdo a un reporte de la EPA (Environmental Protection Agency) de 1992 en



los Estados Unidos el valor limite promedio para TI" en el aire para un lugar de
trabajo es de 0.1 mg/m3 en el contexto de que cualquier exposicién adicional sobre
piel puede ser peligrosa (Repetto et al., 1988). Estos datos deben considerarse
sertamente, ya que como se muestra en este trabajo, aun dosis menores bajo

esquemas de administracidon unica pueden provocar alteraciones fisiologicas.

Talio y estrés oxidativo

El primer elemento caracterizado en el presente trabajo fue el proceso de
peroxidacién de lipidos (PL) como marcador general de dafo oxidante scbre las
membranas celulares, tanto de neuronas como de glia. La PL producida en
distintas regiones cerebrales de ratas expuestas a las dos diferentes dosis de TI"
revelaron la susceptibilidad preferencial de Ht, Ce y E a estos eventos (Grafica 1).
A este respecto, nuestros hallazgos pueden relacionarse con resultados previos
obtenidos por nuestro grupo de trabajo (Galvan-Arzate et al., 2000) en relacidon
directa al aumento en la PL observado en la mayoria de las regiones caiebrales
estudiadas comparandolas contra las de animales control empleando dosis
diferentes de TI” (0.8 y 1.6 mg/kg) bajo un esquema de administracion diferente (30
dias) En este caso el proceso cronico de intoxicacion evidencio la capacidad pro-
oxidante del metal. De manera similar a la observada con el talio. existen
diferentes reportes que establecen la capacidad de otros metales para generar
estrés oxidativo medido por su capacidad de aumentar la PL En el caso del
arsénico, existen evidencias recientes de la induccion de estrés oxidativo en el

cerebro de ratas cronicamente administradas con dosis bajas de arsanilo en el
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agua de bebida, en donde el aumento en la PL esta acompanado de |a reduccion
de actividad de algunas enzimas antioxidantes {(Rodriguez et al., 2003). De manera
similar, se ha establecido que uno de los efectos producidos por el cadmio es el
aumento en la PL (Méndez-Armenta et al., 2003). La intoxicacion con cadmio
aumenta los niveles de PL en diferentes organos, incluyendo el cerebro en
animales adultos. Por su parte, los animales jévenes son mas susceptibles al
cadmio y consecuentemente mas sensibles a los efectos daninos del metal debido
a que la barrera hematoencefalica no esta totalmente desarrollada. La actividad de
los sistemas de defensa antioxidante tambien es inhibida o disminuida en ratas en
desarrollo expuestas a cadmio (Méndez-Armenta et al., 2003).

La PL es un proceso que afecta los componentes lipidicos de las
membranas celulares del SNC, produciendo cambios en sus propiedades
fisicoquimicas y una eventual disminucion en sus funciones, interrumpiendo asi la
conduccion nerviosa, el proceso de liberacion de neurotransmisores, la actividad
de receptores y las funciones de canales ionicos, y llevando eventualmente a la
muerte celular. Aunque la PL es un proceso que ocurre espontaneamente en el
cerebro y otros organos como parte de los procesos de envejecimiento celular,
esta se expresa como un fenomeno patogeénico cuando la formacion de las ERO
es exacerbada y no puede ser controlada por los sistemas antioxidantes
endogenos. Como evento de dano, la PL ha sido involucrada en diversas
enfermedades neurodegenerativas tales como Parkinson. Alzheimer, Huntington,
ELA, etc., asi como tamblién en exposiciones ambientales a metales, radiacion UV,

y agentes quimicos (Halliwe!l y Gutteridge, 1989).
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Por su parte, el GSH, el antioxidante enddgeno no enzimatico mas
importante del cerebro, es requerido para una gran variedad de reacciones
biosintéticas en las células de mamiferos (Meister y Anderson, 1983}, entre los
procesos celulares normales se incluyen transporte de aminoacidos y
detoxificacidn de xenobidticos (Cossum y Rickert, 1987), asi como la ya
mencionada participacion como protector contra dafio pro-oxidante (Kinuta et al.,
1989). Existen reportes que indican que el GSH no se encuentra distribuido de
manera homogénea en el cerebro, de hecho ni siquiera entre los diferentes
componentes celulares; la distribucion desigual entre la glia y las neuronas del
SNC cambian marcadamente |la percepcion de los mecanismos de estrés oxidativo
en las poblaciones celulares que son blanco de xenobiéticos. EI cuerpo celular
neuronal contiene menores niveles de GSH mientras que las concentraciones en
astrocitos, ependimo, oligodendrocitos y células endoteliales vasculares son
relativamente altas (Lowndes et al., 1995). Similarmente, la capacidad del tejido
nervioso para conjugar enzimaticamente el GSH a varios sustratos esta distribuida
heterogeneamente por region, tipo celular y organelo (Abramovitz et al.. 1988).

Al TI' se le ha atribuido una gran afinidad por los grupos SH, lo cual se
utiliza para explicar parte de su toxicidad (Hasan y Haider, 1989). Reportes previos
establecen una disminucion en la concentracion de GSH en diferentes tejidos de
roedores (Aoyama et al., 1988), pero existe controversia sobre la importancia det
GSH en la toxicidad del TI* debidoc a que para organos como el riAon.
aparentemente no existe una relacion directa entre ia nefroloxicidad producida por

el metal y las concentraciones de GSH {(Appenroth y Winnfeld, 1999)



Recientemente (2004), Villaverde et al. encontraron que en condiciones in vitro el
TI" afecta el sistema de defensa antioxidante dependiente del GSH, al menos en
cuatro niveles: este metal reduce la cantidad de GSH, principaimente debido a su
oxidacion; en condiciones normales los niveles de GSH son restaurados por la
accion de la glutation reductasa (GRed), lo cual es impedido por el TI". Este metal
también limita la detoxificacidon del hidroperéxido a través de la inhibicidn de la
enzima GPx, y finalmente reduce la cantidad de NADPH, un cofactor de un gran
numero de otras enzimas oxido-reductasas. De este modo, hasta la fecha no ha
quedado completamente establecido el efecto del talio sobre los niveles de GSH
cerebrales.

En nuestro caso, empleando dosis de TI” de 8 y 16 mg/kg, no se encontraron
cambios en las concentraciones de GSH en las diferentes regiones estudiadas;
unicamente encontramos diferencias significativas al comparar la dosis de 16 mg
contra el control en el E (Grafica 2). Estos cambios discretos pueden explicarse por
las diferencias previamente mencionadas en cuanto a concentracion, utilizacion y
manejo especifico que las diferentes regiones cerebrales hacen del GSH en base a
su composicion celular. Podemos sugerir que no encontramos elementos gue nos
hagan suponer una gran participacion de! sistema de defensa del GSH contra la
neurotoxicidad producida por el talio en este estudio.

Por otra parte. la glutatién peroxidasa (GPx) reduce hidroperoxidos a través
del tripéptido GSH. Consiste de una triada catalitica constituida por selenocisteina.
glutamina y triptofano. El grupo selenol de la selenocisteina es activado cuando se

une a un hidrégeno reactivo de un H:0; u otros hidroperoxidos solubles. La
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peculiaridad de la GPx es que en presencia de GSH, reduce hidroperoxidos sin la
generacion de radicales libres. Bajo el esquema de tratamiento sistémico con una
sola administracion de dosis de talioc de 8 o 16 mg/kg no se encontraron cambios
significativos en la actividad de GPx en las diferentes regiones cerebrales
estudiadas (Grafica 3). Unicamente encontramos tendencias al cambio al comparar
fos tratamientos contra el control para el caso de las regiones Ht y Hc con la dosis
de 8 mg/kg de talio. Estos ligeros cambios pueden explicarse por las diferencias en
cuanto a concentracion, utilizacion y manejo especifico que las diferentes regiones
cerebrales hacen de la enzima GPx en base a su composicion celular.

Con respecto a los resultados obtenidos para la actividad de la superoxido
dismutasa realizando tres valoraciones (SOD-total (Grafica 4), SOD-manganeso
dependiente y SOD-Cu,Zn dependiente (Grafica 5)), encontramos solo algunos
cambios significativos. Para la SOD-total se encontraron diferencias significativas al
comparar la dosis de 16 mg/kg TI" contra el control en las regiones Ht y E. También
se observo una diferencia significativa cuando se compararon 1as dos dosis en el
Ht. Para el caso de la SOD-Cu,Zn (que es el tipo citosclico) también se observaron
cambios significativos en Ht y E, al comparar contra el control. De igual manera se
encontraron cambios cuando se compararon las dos dosis de TI” en el Ht
Finalmente para las regiones Hc y Cx no se encontraron diferencias que resultaran
ser significativas en ninguno de los casos de la SOD. a pesar de observarse ligeros
cambios.

Podemos mencionar que no encontramos elementos que nos hagan

suponer una participacion determinante del sistema de defensa de la GPx contra la



neurotoxicidad producida por el TI" en este estudio, pero los datos sugieren que la
SOD, y especialmente la SOD-Cu,Zn, esta relacionada a los procesos oxidativos
producidos por las diferentes dosis de TI*, especialmente la mas alta. Estos
resultados son muy interesantes, ya que establecen la relacion de los procesos de
dafio (generacién de especies reactivas) asociados al TI" con dafo bioquimico
directamente ligado con el estrés oxidativo. A pesar de que directamente estas
alteraciones no las podemos relacionar con cambics conductuales, lo que si
podemos afirmar es que el mal funcionamiento de la SOD por mutaciones se ha
asociado a padecimientos neurodegenerativos tales como la Esclerosis Lateral
Amiotrofica (ELA) Familiar (Fridovich, 1988). Dicho reporte establece que el
reemplazo de 50 diferentes aminoacidos en la secuencia de la proteina encontrado
en pacientes con ELA y las actividades de esta enzima mutante se encuentran
entre 0.1 a 100% con respecto a lo normal. Esle rango de actividades, asi como la
dominancia geneélica de la ELA ocasionan el siguiente problema: la actividad de la
SOD presenta una ganancia toxica de la funcion que posteriormente se pierde
(Fridovich, 1998).

El TI', bajo nuestro esguema experimental, tuvo un comportamiento
diferenie al reportado para otros metales. Se sabe que el arsenito administrado en
forma aguda inhibe la glutation reductasa (GRed) y disminuye el nivel intracelular
del GSH, mientras que su ingesta cronica reduce la actividad antioxidante de la
SOD y de la GPx (Rodriguez et al., 2003). Con respecto al cadmio. se ha reportado
que en ratas en desarrollo intoxicadas se inhibe la actividad de la GRed y de la

SOD (Mendez-Armenta et al., 2003).
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Concentraciones de talio en el cerebro

En este trabajo también se demostro la acumulacion de TI” en las diferentes
regiones cerebrales analizadas comparando dos dosis diferentes del toxico (8 y 16
mg/kg). Las cuantificaciones corresponden a tejido obtenido de animales
sacrificados siete dias después de haber sido intoxicados con TI". Los niveles
encontrados son menores a los reportados por nosotros en trabajos previos (Rios
et al. 1989; Galvan-Arzate et al., 2000), analizando dosis de TI" mayores (16 y 32
mg/kg de peso) y a diferentes tiempos (3, 6 18 y 24 hrs), lo cual puede explicarse
principalmente por los procesos de excrecion del organismo.

Los resultados de concentracion (Grafica 8) en las diferentes regiones
cerebrales que corresponden a la dosis de 8 mg/kg se encuentran en promedio en
0.55 ug/g de tejido fresco, y no se evidencian diferencias al analizar la concentracion
entre las regiones cerebrales. Con respecto a la dosis de 16 mg/kg, el promedio de
concentracion cuantificada en las diferentes regiones es de 0.9 ug/g de tejido fresco.
El grupo de la dosis mayor mostro el mismo comportamiento que el observado para
el grupo administrado con 8 mg/kg de acetato de talio, por lo que en la acumulacion
del metal por regiones no hubo diferencias significativas. Estos hallazgos son
similares a los reportados previamente por nosotros (Galvan-Arzate et al., 2000), en
donde no encontramos diferencias de concentracion entre las regiones (se describio
una distribucion homogenea del toxico en todas las areas). pero si observamos una
respuesta en la concentracion dependiente de la dosis debida al tratamiento

administrado a los animales. A partir de nuestros trabajos previos (Rios ef al. 1989;
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Galvan-Arzate et al., 2000), sabemos que después del tercer dia de intoxicacién, los
niveles detectados del metal en diferentes regiones cerebrales disminuyen y se
reducen las diferencias de concentracién que existen entre ellas, en comparacion al
primer dia, lo cual es debido principalmente a los procesos de eliminacion, por lo que
sugerimos que siete dias despues, como es en este caso, este comportamiento se
mantiene,

Nuestros resultados también sugieren un efecto toxico tardio del metal en el
cerebro, tanto en términos de dano oxidative como en los cambios moderados en
los antioxidantes endégenos, siendo mas evidentes en el caso de la dosis mas
alta. Nosotros sugerimos que esta respuesta tardia puede ser el resultado de
niveles residuales de TI” en el cerebro. Se sabe que debido al gran volumen de
distribucion del metal {(de 3.6 a 5.6 L/Kg en humanos), la vida media de eliminacion
es larga. LLa vida media estimada en humanos reportada es muy variable, con
rangos de 1 a 3 dias en dosis bajas y de 1 a 1.7 dias durante terapia clinica
intensiva después de la ingestion de una dosis potencialmente letal. Sin embargo.
otros estudios dan un periodo de vida media de eliminacion de 8 a 30 dias, debido
a que existen tejidos de depodsito como la grasa y el hueso que permiten la
permanencta del metal en el organismo (Reppeto et al., 1988). A pesar de esto. la
selectividad regional en los cambios observados (especialmente los de PL, GSH, vy
actividad de SOD-Cu,Zn), afectando principalmente Ht y E. puede estar reflejando
una acumulacion preferencial del toxico en estas regiones durante los estadios

tempranos de exposicion



La evidencia presentada de que el E resulto la region mas afectada en
algunos de los marcadores bioguimicos evaluados (datos consistentes con ios
reportes previos de Hasan y Ali, 1981; Brown et al., 1985 y Galvan-Arzate et al,,
2000), revela la peculiar vulnerabilidad de tal region cerebral al efecto toxico del
metal, lo cual es un hallazgo relevante a la luz de las funciones integrativas a nivel
neuroquimico y conductual de esta regidon. Lo anterior se apoya en estudios que
establecen gue entre las estructuras cerebrales que se encargan de determinar
cuando deben activarse los diferentes programas que controlan las necesidades
esenciales de locomocion, postura, respiracion, movimiento de los 0jos,
alimentacion, masticacion, deglucion y conductas motoras reproductivas, los
ganglios basales, y en particular su capa de enirada, el estriado, tiene un papel
fundamental en la actividad motora. Existe evidencia convincente de que el estriado
juega un papel prominente en la seleccién de la conducta motora (Grillner et al.,
2005). A simple vista no observamos ninguna alteraciéon mayor en la conducta de
nuestros animales, pero interesantemente al realizar los estudios conductuales se
encontraron aiteraciones que pueden asociarse a los efectos toxicos producidos por
el TI" sobre el E. Dichos resultados se comentan mas adelante.

Los cambios discretos producidos por el TI" en términos generales en estos
marcadores en las otras regiones sugieren una repuesta limitada del cerebro al
insulto téxico moderado de una sola administracién del metal. lo que nos lleva a
hipotetizar que bajo las condiciones empleadas en este trabajo el cerebro aun no
necesita activar muchos de sus sistemas antioxidantes para encarar los efectos del

toxico.



Con respecto al H! fue interesante encontrar cierta relacion entre la PL y la
disminucién de la actividad de SOD-Cu,Zn. Nosotros sugerimos que la
susceptibilidad de Ht a las especies reactivas del oxigeno puede ser al menos
parcialmente debida a la falta de proteccidn de esta region por la barrera
hematoencefalica (Rios et al., 1989; Galvan—Arzate y Rios, 1994), lo que la hace
mas vulnerable al cruce libre de moléculas toxicas. En contraste, la posible
explicacion para todas aquellas regiones que resultaron menos alteradas por los
efectos toxicos del metal puede ser relacionada por un lado a la efectividad de sus
sistemas antioxidantes bien preservados, o bien a su caracterizada tendencia a
acumutar menos TI" (particularmente para el caso de Cx), como se menciond en
relacion a trabajos reportados previamente por nuestro grupo (Rios et al, 1989;
Galvan—Arzate y Rios, 1994).

En terminos generales, se requieren estudios adicionales que aclaren con
mayor detalle el efecto de TI" sobre los sistemas de defensa antioxidante, ya que sus
alteraciones podrian parcialmente contribuir al dano oxidativo que ha sido asociado a
la toxicidad de este metal. A través de estos mecanismos. el TI” puede causar sus
principales sintomas de envenenamiento (alopecia, cardiomiopatia, nefrotoxicidad y
neurodegeneracion), y todas estas patologias pueden relacionarse a cambios en el

balance del metabolismo de GSH {Villaverde et al .2004).



Talio y conducta

A pesar de los reportes clinicos y evidencias que sugieren alteraciones
conductuales (Manzo y Sabbioni, 1988) y dano en diferentes grados a nivel
cognitivo, tanto en la memoria como en el aprendizaje de personas intoxicadas con
TI" (Thompson et al., 1988), asi como las secuelas importantes que muchas veces
no logran superarse (Reppeto et al, 1988), bajo nuestras condiciones
experimentales y para el caso especifico de la medicion del aprendizaje de ratas
intoxicadas con talio empleando la valoracion del laberinto acuatico no encontramos

y
evidencias que sugieran alteraciones conductuales directamente relacionadas con el
aprendizaje. A este respecto, es necesario ampliar esta parte del trabajo, ya que
generalmente los estudios donde se evidencia mas claramente la posible afectacion
sobre aprendizaje incluyen el uso de administraciones de dosis mayores o cronicas
del agente toxico. Adicionaimente esta herramienta permite valorar dano sobre los
procesos de memoria y que no fueron considerados para este diseno experimental,
pero que deben realizarse en un futuro.

Los dos grupos tratados tuvieron latencias promedio similares a las del grupo
control para llegar a la plataforma (Grafica 7). Los tiempos en los que los diferentes
grupoes alcanzaron fa plataferma nos muestran comportamientos parecidos en todos
los animales y una capacidad semejante de aprender. ya que practicamente todos
fueron exitosos en encontrar la plataforma. Adicionaimente, se observo una
disminucion en el numero de fracasos de las ratas experimentales de manera
concordante con el de los animales control (dates no mostrados), asi como un

aumento en el numero de cruces que hacian todos como parte de la busqueda de ia
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plataforma, y finalmente, una disminucion evidente en las latencias al realizar los
diferentes intentos para aicanzar la plataforma (datos no mostrados).

La falta de cambios en los parametros del aprendizaje espacial evaluados
en este estudio sugieren que la administracién Gnica de TI" a ratas a las dos dosis
probadas no tuvo ningun efecto toxico, lo que implica que los mayores sistemas de
neurotransmision relacionados con las funciones cerebrales de aprendizaje aun
permanecen, al menos en este punto, sin dano aparente. Es muy comun que en
otros reportes empleando el laberinto acuatico de Morris, los cambios observados
por otros agentes toxicos, como los pesticidas endosulfan y paration (Castillo et al.,
2002), asi como los metales arsénico (Rodriguez et al., 2003) y el plomo (Garcia-
Arenas et al, 2004), se relacionen a lesiones a nivel hipocampal a través de
alteraciones de vias de neurotransmision colinergicas y serotoninérgicas. En este
estudio, en donde el Hc no presentd cambios importantes en los parametros de
dafio oxidativo, el no hallar cambios al evaluar aprendizaje concuerda con nuestros
hallazgos bioguimicos. Sin embargo, estos datos experimentales no deben
considerarse concluyentes en cuanto a que la intoxicacion con talio no produce
ningun dano en |a capacidad de aprendizaje, ya que hay que tomar en cuenta que
se trata de un modelo animal en el que se trabajé con un numero reducido de
animales empleando una administracion unica, por lo que no deben dejarse de
lado los reportes clinicos que certifican severos danos y alteraciones importantes
en la conducta y comportamiento, asi como funcicnes tan finas como la capacidad

verbal disminuida en pacientes intoxicados con talio (McMillan et al., 1997).
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Con respecto a la valoracion de movimientos espontaneos, si encontramos
cambios cuando se compararon a los animales intoxicados con talio contra los
animales control. En las tres valoraciones realizadas (movimientos horizontales,
verticales y ambulatorios) se observaron disminuciones significativas (Grafica 8),
siendo aun mas marcadas las correspondientes a los movimientos verticales. Los
cambios observados en los animales quiza guarden relacion con fos sintomas
neurotoxicos descritos en pacientes intoxicados de manera aguda o cronica con
talio, gue incluyen ataxia progresiva, psicosis con paranoia, depresion, agresividad,
alucinaciones y secuelas coreiformes (Brown et al., 1985).

Las alteraciones locomotoras en general son indicativas de funciones
integrativas afectadas en el SNC principalmente como resultado de dano celular. A
pesar del hecho de que el deéficit locomotor observadeo en los animales tratados con
TI" es un indicador de cierto nivel de dafo celular o bien de alteraciones de vias
neuroguimicas especificas, la cuestion que queda por esclarecer es si el patréon
hipocinético observado siete dias después de la administracion unica del Tl es un
primer estadio de toxicidad o si es meramente el resultado de la progresion desde
un estado hipercinetico preliminar, ya que se ha demostrado que un patron de
hipoactividad puede variar y puede cambiar facilmente a hiperactividad (y
viceversa) en modelos excitotoxicos en los cuales se ha evaluado la actividad
locomotora (Borlogan et al., 1997), hecho que debe valorarse a mayor detalle

posteriormente.
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Mecanismos de toxicidad del talio

El mecanismo preciso de toxicidad del talio aun no es claro. Hasta ahora se
sabe que, como muchos otros metales pesados, el talio se une a los grupos
sulfhidrilo de las proteinas y de las membranas mitocondriales, inhibiendo asi una
serie de reacciones enzimaticas y conduciendo a un “envenenamiento’
generalizado. De esta manera, entre los posibles mecanismos toxicos del TI" se
tncluyen la formacion de complejos con proteinas que contienen grupos sulfhidrilo,
la inhibicién de la respiracion celular, la interaccion con riboflavinas y cofactores de
las riboflavinas, asi como la alteracion de la homeostasis del calcio (Peter y
Viraraghavan, 2005).

Otra de las propuestas para explicar la toxicidad de este metal es su bien
conocida interferencia con todos los procesos vitales dependientes del potasio
(Galvan-Arzate y Santamaria, 1998). El TI' sustituye al potasio en muchas
reacciones bioguimicas debido a la similitud del radio ionico de ambos elementos,
los cuales son 0.147 y 0.133 nm, respectivamente. Asi, el TI" produce alteraciones
en los procesos fisiologicos normales tales como la neurotransmision y la
excitabilidad muscular (Repetto et al.,, 1988). La taquicardia, la hipertension y
ciertos desordenes digestivos han sido interpretados como disfunciones
neurogenicas relacionadas al dano toxico del nervio vago de! Tl+. La accion directa
del metal en el miocardio y en el musculo de los intestinos grueso y delgado ha
sido ampliamente documentada (Hasan y Ali, 1981).

Adicionalmente, algunas proteinas dependientes de K’ presentan mas

afinidad por el TI” que por el mismo K'. La piruvato cinasa (PK) un complejo
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enzimatico glicolitico es fuertemente inhibido por altas concentraciones de T,
posiblemente debido a la formacion del complejo TI"-ADP. E! TI' se une a la
ATPasa Na'/K' con una afinidad 10 veces mayor que el K, mostrando inhibicién a
altas concentraciones del metal (Reppeto et al., 1988). Esto conduce a la
acumulacion del TI+ en la célula a expensas del K', impidiendo asi la regulacion
osmotica y la generacion del potencial de gradiente electroguimico responsabie de
la excitabilidad eléctrica de las células nerviosas y de la generacion de la energia
libre (Mulkey y Oehme, 1993). La inhibicion de la ATPasa Na'/K' causa
*hinchazén” mitocondrial y vacuolizacion, que es un hallazgo comun en
microscopia etectronica de neuronas después de una intoxicacion con TI". La
acumulacién activa del metal tambien desacopla la fosforilacidn oxidativa
mitocondrial (Reppeto et al., 1988).

A bajas concentraciones, el TI" activa otras importantes enzimas
dependientes de K' tales como la fosfatasa, la homoserina deshidrogenasa, L-
treonina deshidratasa y la AMP desaminasa. Sin embargo, su presencia causa
desestabilizacion progresiva y dano irreversible a ribosomas, inhibiendo la sintesis
de proteinas y previniendo ta queratinizacidén, que en su momento contribuye a la

alopecia (Reppeto et al., 1988).



Talio y apoptosis

Como un importante mecanismo de inicio para la delecion celular en
respuesta a estimulos fisiolpatoldgicos, la apoptosis (0 muerte celular programada)
puede ser responsable de la muerte neuronal durante el metabolismo de agentes
quimicos que estimulan la generacion intracelular de las ERO. La evidencia sugiere
que las ERO, las cuales son generadas en cantidades traza por todas las celulas
aerobicas, pueden tener un papel activo en la mediacion de la muerte celular por
apoptosis, lo cual le confiere a las ERO un caracter téxico adicional al clasicamente
aceptado de generar estrées oxidativo: su capacidad de constituirse como
moléculas de senalizacion de factores de transcripcion pro-apoptoticos. En apoyo a
esta idea, se ha reportado que los antioxidantes son capaces de bloquear la
apoptosis, asi como de prevenir la muerte celular por la expresion de el Bef2, un
proto-oncogen al cual se ie ha atribuido la capacidad de suprimir las ERO celulares
(Tsang et al., 1996).

Adicionalmente, en el SNC, se expresa constitutivamente el factor NF-xB,
tanto en neuronas como en glia. Aunque este factor algunas veces se describe
como un agente de sobrevivencia, mas bien constituye una molécula iniciadora
pro-apoptética. La liberaciéon de este factor desde el dominio citosdlico, donde
normalmente permanece unido a su proteina de union citosodlica IkB-a, puede
provocarse por diferentes estimulos, incluyendo el estrés oxidativo, isquemia,
depositacion de 3-amiloide y excitotoxicidad. Una vez que NF-xB es translocado

hacia el nucleo, se dispara una cascada de respuestas tdxicas (incluyendo



aquellas relacionadas con la activacion de genes apoptdticos especificos),
conduciendo asi hacia la apoptosis y a la destruccion selectiva de neuronas
(Santamaria et al., 2005).

Recientemente se ha reportado que el TI' es capaz de inducir la detencion
del ciclo celular y la apoptosis celular en células cultivadas de glioma C6. La
exposicion de estas células al TI" disminuyo la viabilidad celular. Asi mismo, la
incubacién de las células a concentraciones pM detuvo la progresion del ciclo
celular en la fase G(2)/M y causd apoptosis. La detencion de G(2)/M fue asociada
a una disminucion en la expresion de la proteina CDK2 y a una desregulacion de
p53 y deil inhibidor para CDK p21 (Cip 1). El talio no alterd los niveles de las
proteinas ciclina A y B; ciclina D1, D2, y D3; y la expresion de CDK4 en las células
del glioma C6. La incubacion de las células con TI" sobre-regula la expresion de las
proteinas pro-apoptoticas Bad y Apaf y sub-regula la expresion de proteinas anti-
apoptéticas Bel-xL y Bel-2. El impedimento de la progresion del ciclo celular puede
disparar |la aclivacion de las vias mitocondriales y cambiar el balance en la familia
de Bcl-2 a través de los miembros pro-apoptoticos, promoviendo la formacion del
apoptosoma y consecuentemente la apoptosis {(Chia et al., 2005).

No debe dejar de reconocerse que dentro de la complejidad de la
intoxicacion producida por el talio, la peroxidacion no es ni el unico ni el mas
importante de los factores de dano, pero a manera de resumen se esguematizan

algunos de los que se conocen hasta la fecha (Figura 15)
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Es evidente que se requieren estudios mas detallados tendientes a
caracterizar los mecanismos de toxicidad del tatio en el Sistema Nervioso y la

participacion del estrés oxidativo como mecanismo de dafio celular.
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Figura 15. Esquema que integra los posibles mecanismos de toxicidad del talic que

se conocen hasta ahora.



Talio y ambiente

El TI" es un elemento raro pero ampliamente distribuido. Todas las formas
del talio son suficientemente solubles para ser toxicas para los organismos vivos.
Este metal es mas toxico para los humanos gque el mercurio, cadmio, cobre o zinc y
ha sido responsable de intoxicaciones accidentales, ocupacionales, intencionales y
terapeuticas desde su descubrimiento. Su conducta quimica nos recuerda por un
lado a los metaies pesados (plomo, oro y plata) y por el otro a los metales alcalinos
(potasio, rubidio y cesio). Debido a su relativamente alta solubilidad el talio es
rapidamente transportado a través de rutas acuaticas hacia el ambiente. El talio
puede ser transferido faciimente desde los suelos de cosecha y acumuiarse en los
alimentos cosechados. Su comportamiento quimico y su alto potencial toxico
hacen al talio y sus compuestos de particular interés cientifico y de importancia
ambiental (Peter y Viraraghavan, 2005). Por ejemplo, la acumulacion de talio en los
grandes lagos debe ser vista con cierta preocupacion. Estudios recientes muestran
que la concentracion de talio en las aguas de los grandes lagos es generalmente
mas alta que la de cadmio y ocasionalmente excedida a los niveles de plomo en
algunas areas contaminadas. Dichas concentraciones se han elevado por las
actividades humanas y el desarrollo urbano. Las altas concentraciones
encontradas recientemente en las truchas que habitan en los grandes lages
sugleren que el riesgo de una intoxicacion con talio debido al consumo de pescado
puede ser mas grande que el que generalmente se reconoce (Peter vy

Viraraghavan, 2005).
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Adicionalmente en 2004, Xiao vy colaboradores reportaron altas
concentraciones de talio en Lanmuchang en el suroeste del area Guizhou en
China; el enriquecimiento del talio en partes comestibles de especies de cosecha
disminuye en el siguiente orden en el area de estudio: col verde, zanahoria, chile,
col china, arroz y maiz. El talio en las cosechas es especie-dependiente,
acentuandose en la col verde por arriba de 500 mg/kg de pesoc seco, que
sobrepasa el nivel del talio en el suelo donde se cosecha este vegetal (Peter y
Viraraghavan, 2005).

El talio posee un alto potencial de riesgo para la salud en humanos a traves
de la cadena alimenticia debido tanto a procesos naturales como a las actividades
humanas. En terminos gecambientales, la planeacion apropiada puede ser menos
costosa que el beneficio de la poblacion. Por ello, es esencial que el patrén de
distribucion del talio sea establecido. El nivel basal de sedimentos, aguas y suelos
puede proparcionar una guia para el uso sequro de la tierra y servir para minimizar
o prevenir los casos de Intoxicacion del talio (Xiao et al., 2004). Sin el
establecimiento de guias adecuadas y especificas, la intoxicaciéon por talio puede
alcanzar proporciones epidéemicas.

Debe considerarse que el indice acumulativo de "Chemical abstracts” de
1995 enlista mas de 150 usos y aplicaciones potenciales para el falic y sus
compeonentes (Peter y Viraraghavan, 2005), este hecho debe hacernos considerar
todas las posibilidades en las que este elemento puede ser usado para valorar
todos los trabajos y estudios que nos ayuden a entender mejor su toxicidad: A) a

nivel industrial para producir muy diversos productos y que este hecho puede
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ocasionar envenenamientos accidentales, ocupacionales o intencionales, B) el
proceso industrial puede contribuir a fa contaminacién ambiental, afectando a
diversos organismos que puede ser riesgosa incluso para la salud humana, C) la
contribucion de los depdsitos naturales de este elemento que en algunas zonas
pueden tener mucha importancia, como el caso de China, D) el empleo del metal a
nivel clinico para pruebas de funcicnamiento cardiaco y marcaje tumoral puede
tener también su contribucion para los puntos antes mencicnados y que ademas
puede ser considerado como “peligroso” tal y como se ha reportado por Igbal et al.
(2005) donde pacientes que han sido sometidos a diversos procedimientos
médicos gque incluyen el empleo de radioisétopos son detenidos en aeropuertos
internacionales por dar falsas alarmas en los sistemas de sequridad y finalmente
E) el mal uso que puede darse a este metal , ya que la deshumanizacion del
hombre que es expresada a través de una plétora de herramientas para la guerra
moderna y el terror que incluye el uso de armas quimicas y biolégicas con fines de
asalto, desmoralizacion y letalidad, que ha sido documentado en la historia
reciente tanto en el campo de batalla y el terror urbano contra civiles (Bismuth et

al., 2004).
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COMENTARIOS FINALES

La interpretacion del aumento del dafio por la peroxidacion lipidica cerebral
acompafnado por moderadas alteraciones en antioxidantes endogenos después de
la administracion unica de TI" es simple y significativa: el riesgo potencial de dafno
que puede producirse en el cerebro aun con exposiciones pequenas y en dosis
bajas del toxico.

El TI" induce cambios en los patrones conductuales de ratas los cuales estan
relacionados con la susceptibilidad regional del cerebro ai dano oxidativo celulary a
las alteraciones neuroquimicas. Una exposicion unica a bajas concentraciones de T1*
puede tener modestas pero deletéreas consecuencias para el estado redox del
cerebro, lo que a su vez puede provocar alteraciones en algunas conductas

especificas.
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VIil. CONCLUSIONES

La administracion unica de una dosis de talio de 16 mg/kg produjo un
aumento en la peroxidacién de lipidos en Ht, E y Ce

Se caracterizé una acumulacion homogénea del metal en las regiones
cerebrales estudiadas después de la administracion de dos dosis del toxico
(8 y 16 mg/kg), presentando un comportamiento dosis-dependiente.

La dosis de 16 mg/kg causo6 una disminucion en los niveles de GSH en E.
La actividad de la SOD-Cu,Zn disminuyo en Ht y E a la dosis mas alta de

talio.

Se establecio un patron hipocinético en los animales intoxicados con la
dosis de 16 mg/kg de TI".

La dosis de 8 mg/kg demostro ser suficiente para producir cambios en la
actividad espontanea de los animales por lo que puede sugerirse como la

adecuada para un bicensayo sensible para evaluar la intoxicacién con talio.
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Abstract

Thalliwn (T17) 1oxicity has been related with the generation of reactive oxygen species (ROS)Y and oxidauve stress (OS) in 1he
central nervous system Since changes in endogenous anioxidant systems might contnbute to acute T -induced O8 and neurotox-
weaty, mn this study we measurad the metal concentranon and the levels of lipid peroxidation {LP) in different brain regions (hypo-
thalamus (Ht); cerebellum (Ce), striatumn (5); hippocampus {He) and frontal eorlex (Cx}) in possible correlation with the content of
reduced glutathione (GSH), the activities of glutathione peroxidase (GPx) and superoxide dismutase (SOD), and the animal perfor-
mance in behavioral tests, all evaluated after a single admnustration of thallium acetate {8 or 16 mg/ke. 1 p.) 10 rats Seven days after
TI™ administration, the metal was homogeneously and dose-dependently accumulated in all regions evaluated. LP was increased in
Ht. Ce and S, while GSH was depleted in § Cu,Zn-50D activity was also decreased in Ht and § All 1these changes cocurred with
16 mpfkg dose and at 7 days alter treatment, but not at 1 o1 3 days. [n addibon, T1"-treated animals exhibited gencral hypokinests,
bul no changes were observed m spaual learming. Our findings suggest thal a delayed response of the bram to T1' may be the result
of its residual levels Also, despite the regional alterabions praduced by T1" 10 LP and the limited changes in endogenous antoxi-
dants. there is a correlation between the T17-nduced oxidauve dainage and the affecled behavioral tasks. suggesting that. although
stis moderale. T1™ evokes neuroloxic patterns under the experinental conditions tested
@ 2005 Elsevier Lid. All rights reserved

Kevswprds Thallum, Oxidative damage. Endegenaus aptioxidants Bram regons. Neurotoxicily: Rescluive oxygen specses. Behavior

1. Introduction

Toxic patterns elicited by heavy metals and metal-
loids share a common cascade of events involving reac-
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because of its high levels of unsaturated lipids, as well as
a high rate of oxidative metabolism (Chevalier et al.,
1994; Goering et al., 2002). It is alsc known that endo-
genous antioxidanis constitute a defense against cell
damage induced by ROS in living systems. These com-
plexes are mainly composed by melabolites such as re-
duced glutathione (GSH), and enzymatic scavengers
such as superoxide dismutase (SOD) and glutathione
peroxidase (GPx). Approximately 4-5% of oxygen con-
sumed will form superoxide anions, which can be readily
dismuted by SOD to hydropen peroxide and singlet oxy-
gen. Hydrogen peroxide is then converted by GPx to
H,0 and O,. GSH, consumed during the GPx reaction,
is converted back to its reduced form by glutathione
reductase (GR}. However, when the producuon of reac-
tive oxvgen intermediates exceeds the ability of the anti-
oxwdant systems to remove them, OS results (Somani
et al., 1995). Therefore, SOD and GPx, as well as the
content of GSH, are all critical for protection against
ROS toxicily.

Thallium (T1%) is a naturally distributed metal com-
monly found as a mineral compound, as well as in sev-
eral inorganic salts. T1® can be released into the
environment from industrial sources such as coal-fired
power plants. smelting operations and cement faclories,
among others (Galvan-Arzate and Santamaria, 1998}
The most non-occupational sources of T1™ exposure
are the consumption of contaminated food (fruits and
vegetables home-grown) (Borges and Daugherty, 1994)
and living in the vicinity of industries, such as cement
plants (Brockhaus et al., 1981). In addition, T1* pro-
duces one of the most complex and serious patterns of
toxicity known to humans, involving a wide range of or-
gans and tssues. The sevenity of symptems depends on
the time and level of exposure, the rate of absorption,
age and individual susceptibility (Repetio et al, 1998)
Acute exposure o Tl' produces damage in central,
peripheral, and autonomic nervous systems in humans,
whereas chronic exposurc results in alteration of the
brain, spinal cord. and peripheral nerves.

Several groups (Hasan and Ali. 1981, Brown el al..
1985, Aoyama et al . 1988, Galvén-Arzate et al.. 2000)
have nvestigated the elfects of T1™ on ipid peraxidation
(L) m various tissues using diffierent schemes of admin-
istrtation, as well as distinci animal species Fuudings ol
these reports bave demonstrated that Ti' toxicity 1s clo-
sely related wih inercased ROS formation, which in
turn constitute an tmportant risk factor lor tissue dam-
age and organ dysfunction. However, most of these
imvestigatons have been performed under chronic or
subchronic conditions of TI® administration Moreover,
ziven ihal even a single exposure Lo TU' for humans may
represent a nsk facter for neurotexienty and since much
of the consequences of a single acule exposure 1o T1" are
still unknown. more detailed studies are needed to clar-
ify the precise role of ROS and OS. bninging special

attention to the early changes occurring in antioxidant
systems as possible causes of the tate 1oxic features ol
TI". Therefore, the aim of this study was Lo investigate
whether a single systemic adminisiratien of TI* Lo rats
may produce significant changes in the course of days
in lipid peroxidation as indicator of oxidalive damage
in correlation with alterations in endogenous antioxi-
dant systems, in order 10 provide further information
on the relevance of the toxic patterns evoked by this
metal. {n addition, we evaluated whether such effects.
if occur, may affect behavioral tasks as general indica-
tors of neurotoxicity. Thus, this study represents a logic
extension of that performed by Brown and coworkers
on the effects of TI' on biochemical and behavioral
markers.

2. Materials and methods
2.1 Animals and (reatment

Adult male bred-in-house Wistar rats (250-300 g}
were used throughout the study (& = 130). Rats were
housed 6 per cage and provided with water and Purina
chow pellets ad /libitum. Lighting (12:12 light:dark cy-
cles), temperature (25 + 3 °C) and hunudity (50 £ 10%)
conditions were maintained constant. All experiments
were carrnied out with approval of the Local Bioethics
Committee. Animals were randomly assigned 1o differ-
ent experimental groups and received a single adminis-
tration of thallilum acetate at two different doses (8 or
16 mg/kg 1.p. dissolved in water). Additional groups of
rats werc administered with similar volumes of deion-
ized waler as vehicle and considered as conirols. Oue,
3 and 7 days after TI" administration, rats were killed
by decapilation and their brains were rapidly removed
and placed on 1ce. Five regions were dissected according
to the method deseribed hy Glowinski and lversen
(1966): hypothalamus {Ht), cerebellum {Ce), (ronial cor-
tex {Cx). hippocampus (He) and stnatum (S)

These regions were selected on the basis of previous
works demonstrating the:r selective vulnerabiiy 1o the
noxious effects of T1" and capability to accumulate the
metal (Rios ct al.. 1989, Galvan-Arzate ct a . 2000), as
weil as thewr well-known suscepubility 1o oxidalive stress
(reported elsewhere).

Tissue samples were (hen stored at C unul pro-
cessed for cach experimental purpose. Amimals used for
behavioral purposes were similarly administered with
T1* or vehicle and maintained alive until the correspond-
ing lests were performed.

2.2, Thalfium analysis

Tissue samples were digested in 4 3-1.0 ml of concen-
trated HNO, Suprapur {Merck, Mexico City). handled
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and analyzed as previously described (Rios and Galvan-
Arzate, 1998) using graphite furnace alomic absorption
spectrophotometry. A Perkin-Elmer 3110 spectropho-
tomeler with HGA 600 graphite {urnace and AS-60
autosampler (Perkin-Elmer Co., Norwalk, CT) and a
T1™ hollow cathode lamp (276.8 nm wavelength and slit
0.7nm) were used. Continucus nitrogen flow (10 ml/
min) served as the purge gas for all analysis. Results
were expressed as pg of T1* per g of wet tissue.

2 3 Assay of lipid fluorescent products

The formation of lipid-scluble fluorescent products
was measured by the technique originally described by
Triggs and Willmore (1984} and modified by Santamaria
and Rios (1993), using a luminescence specirometer
LS50B (Perkin-Elmer, Co.. Norwalk, CT) at 370 nm
of excitation and 430nm of emission wavelengths,
Briefly, tissue samples were homogenized in 3 m! of ster-
ile saline. One-m! aliquets were then added to 4 ml of a
chloroform-methanel mixture (2:1, v/v). After vortexing
(10s), the mixture was ice-ecooled for 30 min to allow
phase separation and the fluorescence ol the chloroform
layer was micasured. The sensitivity of equipment was
adjusted 1o 300 units of fluorescence with a quimne stan-
dard solution (0.1 pg/ml). Results were expressed as
units of reiative fluorescence intensity per mg of protein.

2.4 Fluorometric assay of reduced glutathione ( GSH)

For measurement of GSH levels, we used a2 method
previously described by Hissin and Hill (1976). Briefly,
tissue samples werc homogenized in 3.75 ! EDTA.
phosphate buffer (pH 8.0) plus I ml HPQ; (23%).
Homogenates were centrifuged at 3000 x g for 15 min
and supernatants were separated. Five hundred pl of
suparnatant aliquots were added to 4.5 ml of phosphate
buffer plus 100 ul of p-phthalaldehyde (OPA). The mix-
tures were incubated at room temperature {or 15 min
and their fluorescent signals were recorded in the lumi-
nescence spectrometer at 420 nm  of emission and
150 nm of excitation wavelengths. Final results were ex-
pressed as pg GSH per mg of protein.

2.3, Measuremeni of ghuathione peroxiduse (GPx)
[{{EFIHINY

GPx acuvily was determined by a method based on
the non-enzymauc oxidation of reduced eglutathsone
(GSH) previously reported by Haleman et al (1974)
and modified by us (Rodrigucz-Martinez ot al . 2w,
Santamana el al . 2003b). Tissue samples were homoge-
mized 1n phosphate buffer {(pH 7 4). Aliquots (30 pl) were
incubated at 37°C in 04 M sodium phosphate bufler
(pH 7.0) also containing 0.4 mM EDTA, 20 mM GSII
and DOl M NaN, (final volume 2.0 ml). After 3 mun,

Iml of 1.25mM H,0, was added to the incubation
medium, and 3 min later, 1 ml of the mixture was re-
moved and added 1o 4.0 ml of metaphosphoric acid.
Samples were centrifuged at 1500x g for 15 min and
supernatants {1 ml) were added to phosphate bufler
(pH 7.0) plus EDTA also containing 0.5 ml 3,5-dithi-
obis-2-nitrobenzoic acid (DTNB). Opticai densiy was
determined at 512 nm in a Perkin-Elmer Lambda 20
spectrometer 2 min after the additon of DTNB. A stan-
dard curve was constructed using increasing concentra-
tions of GSH + phosphate buffet/EDTA + DTNB. An
enzyme unit of acuivity was defined as a 50% decrease
of GSH per 60 min after the decrease :n GSH {rom
the non-enzymaltic reaction had been subtracied. Results
were expressed as Units of activily per mg of protein.

2.6, Measuremen! of superoxide dismutase (SOD)
activity

Total SOD activity in tissue samples was assayed
spectrophotometrically (560 nm) by a method prewi-
ously reported (Pedraza-Chaverri et al, 2000b) using
nitroblue 1etrazelium as the indicator reagent. To mea-
sure manganese-SOD  (Mn-SOD), copper,zine-SOD
(Cu,Zn-SOD) was inhibited with diethylditiocarbamc
acid (Pedraza-Chaverri et al., 2000b) Results were ex-
pressed as Units of activity per mg of protein.

2.7 Wesiern hlot for SOD

Tissue samples were homogenized in 5¢ mM phos-
phale buffer (pH 7.4) with protease inhibitors. Homo-
genates were centrifuged at [000xg and 4°C for
10 min, Twenty-tive pg of prolem were fractionated at
100 V on a 12.5% sodium dodecyl sulfate {SDS) polyc-
rylamide gel with a 3% stacking gel in SDS-Tris glycine
runmng buffer, and then electreblotted 1o a mitroceliu-
lose membrane. Immunodetection was performed using
specific primary antibodies against Mn-SOD or Cu,Zn-
SOD. Hybrids were visuahized by chemiluminescence,
using an ECL detection system, and then, the densio-
metnic analysis was performed according Lo previous
repotts (Pedraza-Chaverri et al.. 2000a.b: Santamana
¢l al., 2003a).

28 Proien medsureneni

Protein content in tissue samples [Tom all expeuments
was measured by the Foln and Ciocalteu's phienol ve-
agent (SIGMA Chemical Co . St Louwis. MO, UISA)
tLowry et al. 1951

2.9, Wuter maze resi

The water maze behaviordl test represents a suil-
able 100} lor monitoring spatial learning (Stewart and
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Morris, 1993). We performed our behavioral experiments
according to those parameters previously reported by
Castillo et al. {2002}, Briefly, we used a 2-m-diameter
pool with 40 cm-side walls filled with milk-opaque water
{25°C). The pool alsc contained a 10-cm-diameter es-
cape platform with a Plexiglas surface hidden 2 cm be-
neath the water surface. Platform was fixed in one of
the pool quadrants. Room conditions and the position
of the observer were always the same. Seven days
after TI" adwinistration {one day after habituation),
four trials were given o each animal. Performance was
¢valuated through three different parameters: escape
latency, number of failures 1o reach the platform/num-
ber of trials and number of times crossing the tank/
min. Animals were placed on the water surface facing
the wall of the poo! at random locations. The escape la-
tency was evaluated by registering the time needed to
reach the platform. At the end of each trial, rats were al-
lowed 1o stay 30)'s on the platform before the next trial,
A (aillure was scored for those animals unable to reach
the platform in 300s. A crossing was scored when rats
ahandoned the point were they were originally placed
te reach another wall of the pool.

2 10. Spontaneous movements rest

Rats were tested for motor activity using an auto-
mated system {Electronic Motility Meter 40Fc; Motron
Products, Stockholm, Sweden). Seven davs after T1”
admimstration (one day after habituation), animals were
individually placed in a clear acrylic box cage, and then
the horizontal and vertical movements (rearing up onlo
their back legs), as well as the ambulatory movements
were all antomatically recorded for ome single 60 min
session Jor each rat. Results were expressed the toral
number of movements per 60 min.

2.1 Stanistical anaiysis

All results are presented as mean + SEM. Except for
the data obtained [rom behavioral 1ests {analyzed by
non-parametric mcans). all other resuits were analyzed
by onc way analysis of variance (ANOVA) followed
by Tukey's (est [or muluple compansons. Values of
F < 0.05 were considered statistically significant.

3. Results
31 Thaltlivm conient

Since we have previously reperted changes m the
bram regional tevels of TI™ from Ti-treated rats at dif-
lerent umes after a single dose admimstiration ol the
metal {Rios et al.. 19893, and also considering that the
changes observed wn other markers evaluated in this

study were evident only 7 days after TI” admimstration,
we present data on the brain levels of TI" only at 7 days
after treatment. T1* distribution among all brain regions
analyzed from control, 8 and 16 mg/kg T1" -treated rats
is show in Fig. |. No significant levels of T1" were de-
tected in brain regions [rom control rats. In contrast,
all regions analyzed exhibited dose-dependent increased
TI" concentrations after 8 and 16 mg/kg T1* admunistra-
tion to rats when compared with controls and between
them (56% in Ht, 49% in Ce. ¢1% 1n S, 60% in Hc and
29% in Cx, percentages of increase when comparing 16
vs. § mg/kg doses). No statistical differences were found
in TI* distribution among regions from 8-mg/kg treated
tals, nor from 16-mpfkg treated rats.

3.2. Lipid peroxidarion

Fig. 2 shows the effect of thallium {8 and 16 mg/kg)}
on LP in different rat brain regions at 7 days after TI”
admuinistration. No significant changes in regional LP
were observed at | (data not shown), nor at 3 days {data
not shown) afler T administration, when compared
with control levels. Regarding the experiments lasuing
7 days, the order of basal levels of LP was as follows:
Cx <Ce<§<Hc< Ht 16mg/kg dose of TI™ signifi-
cantly increased LP in Ht (215%). Ce (85%) and §
(112%) when compared with conirol, Values of LP pro-
duced by 16 mg/kg also resulted significantly higher than
those generated by 8 mg/kg dose in the same regions.

13 GSH levels

The levels of GSH mn different brain regions from
control and T1'-treated rats at 7 days after TI™ admims-
tration arc shown in Fig X No significant changes in
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Fig. 2. Effect of thalhum (T1°) on the regional ipid peroxidation {LP)
Rats recerved either water as vehucle (controls) or a single administra-
tion of thallium acetate (8 or 16 mgfkg, i.p.). Seven days later, ammals
from ¢l groups were sucrificed and the following bran regions were
obtained hypothalamus (Hi}, cerebellum {Ce), sinalum (S), Hippo-
campus (Hc) and cortex (Cx). LP was measured in brain regrons by 2
fluorometnc method Mean values £ SEM ol 6 rats per group are
presented (P <005 and P <0.0)) are differences from contrul;
B <005} and Y(P <0.01) are differences of 16 mg/kg Irom § mg/kg
doses {one-wuy ANOVA followed by Tukey's test).
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Fig. 3. Effect of thallium (T1*) on the brwn regonal content of
reduced plutathione (GSH) Thallium acetate was adminisiered i.p. (o
cats gl two different doses (8 or 16 mp/kg) Seven days later. animals
from ali groups were sacrificed and their brasa regions were dissected
GSH was measored in brain regions by a fluorometric methin! Mean
values £ SEM of 6 rais per group are presented (P <003) are
differences lrom control (one-way ANOVA Tollowed by Tukey's test)

GSH regional levels were found at | (dara not shown),
nor at 3 days (data not shown} alter T1™ administration
when compared with control values. Regarding the
experiments lasting 7 days. the arder of basal GSH lev-
els 1 all regions tested was Ce<Hec<Cx<Hi<S$S
GSH was significantly decreased only i S { -22%) at
16 mg/kg dose when compared with conuwol levels No
other differences were found.

34 GPvaciivity

The effect of TI* on the brain regional aclivity al GPx
was measured at 1. 3 and 7 days alter us svsiemic
administration. The order of baseline values of GPx
achivity at all times lested was as follows Ce < S <
Cx < Ht < He. TI" had no significant effects in GPx

activity when compared with control values (data not
shown).

1.5 50D activity

The brain regional activity of Cu,Zn-S0D from con-
trol and TI*-treated rats measured 7 days after T1"
administration 1s shown in Fig. 4. No significant
changes in Cu,Zn-SOD activity were found at | (data
not shown), nor at 3 days (data not shown) after TV"
administration. In addition. nor total SOD, neither
Mn-SOD activities are presented since the changes ob-
served in the first were entirely due to the Cu,Zn-50D
form, as Mn-SOD exhibited no alteratbions in its activity
al all times lested (1, 3 and 7 days).

Basa) levels of Cu,Zn-SOD activity werc found in the
following order: Ce < Ht< Cx <He <8 Sigmificant
changes in Cu,Zn-SOD activity from Tl'-treated rats
were found only in Ht and S at 16 mg/kg dose (-25%
and —30%, respectively) when compared with contro!
values.

3.6. SOD cxpression

The expression of both 1soforms of SOD was evalu-
ated 7 days after TI" administration as an additional
mdex of possible changes in this antioxidant system
However, the contents of Mn-SOD and Cu,Zn-SOD in
all brain regions analyzed from T -treated rats remain
unchanged when compared with ther respective con-
trols (data not shown), as evidenced hy densnomelrc
analysis of the corresponding blots.

3.7 Spatial learning

MNone of the skills tested i spatial learming n
TI* treated rats by the use of the waler maze showed
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significant changes when compared with control ani-
mals. Nor the mean escape latency from day seven
(shown in Fig. 5}, neither other parameters such as the
number of failures to reach the platform/number of tri-
als or the number of times crossing the tank/min, re-
sulted aflected by T1I” administration to rats (data not
shown)

38 Locomator Spontanecus actiity

Three locomotor variables were recorded in TI7-
treated rats 7 days after its administration: horizontal,
vertical and ambulatory movements. The frequency
counts revealed that T1*, at both doses tested, produced
a significant decrease in locomotor activity from all the
variables evaluated (Fig. 6). The frequency of horizontal
movements was reduced in 28% and 27% by 8 and 16 mg/
kg doses, respectively, when compared with control
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presented  Data were analyzed by Kruskal-wallls ANOVA No
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values, whereas the vertical movements were found
decreased in 56% and 64%, respectively. Ambulatory
activity was also decreased in 38% and 41%, respectively.

4. Discussion

4.1 Thallum, lipid peroxidation and endogenous
antioxidants

Findings of this work demonstrate that a single admin-
istration of T1 to rats resulted in homogeneous and dose-
dependent accumutation of this metal in all regions eval-
uated at seven days after the exposure. The homogeneous
distribution of T1* suggest that most of the metal has been
excreted in the course of days, and so, any early differen-
ttal distribution might be masked by the elimmanon
phase, as we have previously discussed for a subchronic
scheme of administration (Galvan-Arzate ct al.. 2000)
Our results also suggest a delayed toxic eflect of the metal
in the brain both in terms of oxidative damage (LP) and
moderate changes in endogenous antioxidants, bul these
changes were evident only at the higher dose tesied and
up 1o 7 days after TI” injection to rats. Thus. we suggest
that this delayed response may be the result of residual
levels of TI" in the brain. Nevertheless, the regional
selectivity n the observed changes (specially those of
LP. GSH and Cu,Zn-SOD activity) affeeting S, Ht and
Ce. might be reflecting a preferential aceumulation of
the loxicant in these regions during the early stages of
exposure in what 1t seems to be a late toxic effect of TI".
given the evidence that a differential regional distribution
of T1" already occurs 1a the course of few days after 1ts
administration {Rios et al.. 1989].

In addition, both T1” brain levels and LP respanded
in a dose-dependent manner. Moreover, as LP demon-
strates the regional deleterious effects produced after
ROS formation by TI* exposure, these changes are
likely 10 be related with a vanety of region-by-region po-
tential mechanisms such as those previously mentioned
by Brown et al. (1985): a lipid component sensilive 1o
T1™ which triggers LP, or diflerential protective proper-
ties of each region.

The presented evidence that S resulted 1he most af-
fected region of all in the biochemical markers evalualed
reveals a parucular vulnerability of such 4 bram region
1o the woxic cflects of the metal, a quite relevant finding
in light of the integrative neurochemical and behavioral
funcuions of this region, and such a vulnerabthiny of S e
LP 1s consistent with that of a previous repo:: ol Biown
ct al (1985} and others (Hasan and Al 1781, Gahviin-
Arzale el al, 2000). However, the moderaic chanyo-
that TI” preduced in general terms on ihese maikers
in other regions (except lor § and Hu al all timnex tested.
a5 avell-as the dack rof ghaupes aUHTD expresaion, sull

tsupest a himiod-response of the ‘brain to the moderare
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toxic insult that a single TI™ administration represents,
leading us to hypothesize that, under the conditions em-
ployed in this work, the brain probably still do nol
“compromise’ many of its anttoxidant systems 1o face
the toxicant effects, Thus, it seems that 7 days after Lthe
single administration of T1* represent only the “begin-
ning” in the expression of residual TI” toxicily, an issue
deserving further investigation.

Interestingly, another region resulting susceptible to
LP was Ht, which was in correlation with 1ts decreased
Cu.Zn-SOD aclivity. We suggest that the vuinerability
of Ht 1o ROS could be, at least parually, the result of
an evident lack of blood-brain barrier {Rios el al.,
1989: Galvan-Arzate and Rios, 1994), which makes i1
more sensitive to the free crossing of all kind of toxic
molecules and metabolites. In contrast, the explanation
for those less affected regions by T17 might be related
wilh the effectiveness of their well-preserved antioxidants
armclfor, in the particular case of Cx, its proved tendency
Lo accumulate Jess T)* during the first stages of exposure
(Rios et al., 1989:; Galvan-Arzate and Rios, 1994).

Diflerent groups (including our own) have discussed
the role of ROS formation and OS in different tissues ex-
posed to T1" (Hasan and Ali, 1981; Brown ct al., 1985,
Aovana el al., [988; Galvan-Arzate et al., 2000), as well
as the potentral implication of affected antioxidant sys-
tems (Hasan and Ali. 1981) for Tl*-induced toxicity
under different schemes of administration and in distinct
animal species. Results from these studies have shown
that T!{*-induced tissue damage and organ dysfunction
are closely related with oxidative damage. For instance,
important dose-dependent correlations belween LP,
changes in behavioral patterns and the activation of
beta-galactoside {as an index of neurotoxicily} in se-
lected brain regions. have been reported by Brown
et al. (1983), sugpesting a regional susceptibibly to the
eflects of this metal. Moreover, non-protein sulfhydryls
have heen reperted as indicators of GSH levels as well
as GPx activity in hamster kidney and liver after T1°
exposure, emphasizing the redox alierations produced
by this melal once nto the body {Acvama et al.
19%8) Furthermore. an important contribution 1o the
understanding of the loxic effects that T exerts on
membrane lipids has been recently achieved by Villav-
erde and Verstraeten (2003;, through the demonstration
that the metal increases the membrane surface potential,
changes the membrane Auwdity and promotes the re-
arrangenient of hpids, and all these fealures may sigmi-
iwantly aflect the neural cell structure and function, thus
contributing (o neurotoxicity Therefore, the meaning of
enbanced bram hp:d oxidative damage even accompa-
nied by moderale alierations in endogenous anlioxi-
dants after a single admimstration of T1" 15 yel simple
and significant: the potenual risk that even shorl expo-
sures 1o low doses of the toxicant may evoke in the ner-
vous gystem

4.2. Thulliumn, oxidutive dumage and behavior

The lack of changes observed in the different param-
eters of spatial learning evaluated in this study by the
waler maze device suggest no effect of a single T1”
administration to rats at both doses tested, thus imply-
ing that major neurotransmiller systems related with
learning functions of the brain still remain, at this point,
unaffected by the toxicant. Since the changes in naviga-
tion tasks monitored during the Morris water maze test
in several other reports have been commonly related
with hippocampal lesions through the alteration of neu-
roltransmitter pathways (i.e., cholinergic and serotoner-
gic systems) produced by different toxins (Castillo
et al.. 2002), it is likely that the single admimstration
of TI™ to rats produced no important neurochemical
changes in this region as it resulted unaffected by TI*
in those bicchemical paramelers of oxidative damage
In contrast, locomotor activity evaluated through an
automated EMM system (equivalent o an open-field
testing) resulted in hypokinelic behavioral patterns in
Ti"-treated animals, evidenced as decreased horizontal,
vertical and ambulatory movements. Locomotor deficits
are ndicatve of affected integrative functions in the
CNS mainly as a result of cellular damage at cortical,
striatal and cerebellar levels. At the experimental
conditions employed in" this study, both § and Ce
resulted affected by lipid peroxidation, resemnbling the
susceplibility of these two regions to oxidative damage
produced by TI™ previously reported by Brown et al.
(1983), and thus giving suppoart to a correlation between
selective regional oxidative damage and altered behav-
woral patterns. Moreover, this akinesia-like (hypoactiv-
ity} pattern has been demonstraled to vary and be
easily turned into hyperactivity—and vice versa—in
excitotoxic models evaluating locomotor activity (Bor-
iongan ct al., 1997), and these changes depend on the
maripulation of the systemic injections of the toxins em-
ployed and its schedules. suggesting that these dual
changes in behavior may result from the progression
of different stages of activity. Therefore. despite the act
that the observed hehavioral deficits in TV -treated ani-
mals 1s indicauve of certain level of cell danage or alter-
ations of specific neurochemical pathways. the question
of whether the hypokinetic patiern elicited seven davs
after a single administration of the melal is a first stage
of 1oxicity or 18 merely the result of the progression from
a preliminary hyperkinetic stage (not evaluated n this
work) remains 10 be explored n further studies. Fur-
thermore. in a remarkably complex and well-designed
study. Brown et al. (1985) deseribed changes in behav-
ioral patterns in TI"-treated rats when cotnpared with
control animals. These authors reported that, . . afler
thallium, although the overall frequency of occurrences
of activity elements increases, the structure of the hehav-
ior pattern generally deereases {i.¢. bechavior Locomes
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more random}.” They considered behavioral compo-
nents such as grooming. exploratory and attention.
being one of the most sipnificant finding the one con-
cerning the loss in structure of exploratory behavior,
in association with neurochemical changes and oxidative
damage in the brainstem and cerebellum. We therefore
hypothesize that the hypoactivity found in the amimals
trealed with a single T1"-administration might be a pre-
liminary stage of behavioral deficits that eventually
would be turned into an affected structure of the behav-
ioral pattern, such as that reported by Brown and
coworkers in rats treated daily with T)" during 6 days
at a similar dose. Nevertheless, although the behavioral
parameters evaluated by Brown's group do not precisely
parallels those that we found in Tl treated animals
(probably due to the nature of the tests employed and
the schedule of TI* administration), & major common
conclusion can be achieved from both reports: T1* in-
duces changes in behavioral patterns in rats which are
related with the repional susceptibility of the brain 1o
oxidative cell damage and neurochemical alterations.

4 3. Final remarks

This study describes some oxidative evenis probably
accounting for TI" toxicity, providing some cvidences
of the nvolvement of free radical formation on the
early regional alterations of antioxidants in the brain.
Since many reports in the literalure have only invest-
gated the effects of TI" at higher deses or under
subchronic or chronic schemes of administration. our
findings on TI™-induced allerations after a single
administration, although yet moderate, becomes rele-
vanl. We therefore conclude that, even a single cxpo-
sure 1o low concentrations of TI™ may have limited
bul deleterious consequences for brain redox stalus,
which m turn may evoke alwerations in some specific
behavioral tasks. Other neurochemical modifications
produced by TI* through metabolic and/or molecutar
cell disruptron o the brain remain 1o be tested in
lurther studies under the present and other experimen-
tal conditions.
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