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RESUMEN 

La toxicidad del talio (TI') ha sido relacionada con la generación de especies 

reactivas del oxígeno (ERO) y el estrés oxidante (EO) en el Sistema Nervioso 

Central. Dado que los cambios en los sistemas antioxidantes endógenos pueden 

contribuir al EO y a la neurotoxicidad aguda del Tl, en este estudio nosotros 

medimos la concentración del metal y los niveles de peroxidación lipidica (PL) en 

diferentes regiones cerebrales (hipotálamo (Ht); cerebelo (Ce); cuerpo estriado 

(E); hipocampo (Hc) y corteza frontal (Cx)) en posible correlación con el 

contenido de glutatión reducido (GSH), las actividades de la glutatión peroxidasa 

(GPx) y la superóxido dismutasa (SOD), y el desempeño de los animales en 

diferentes pruebas conductuales, todo ello después de una administración única 

de acetato de TV' (8 o 16 mg/kg, ip.) a las ratas. Siete días después de la 

administración de Tl, el metal fue acumulado de manera homogénea y dosis-

dependiente en todas las regiones evaluadas. La PL aumentó en Ht, Ce y E, 

mientras que el GSH disminuyó en E y la actividad de la Cu,Zn-SOD disminuyó 

en Ht y E. Todos estos cambios ocurrieron con la dosis de 16 mg/kg y 7 días 

después del tratamiento con el metal. Adicionalmente, los animales tratados con 

Ti'exhibieron un patrón hipocinético general, pero sin cambios en el aprendizaje 

espacial. Nuestros hallazgos sugieren una respuesta tardía del cerebro al Tl que 

podría ser el resultado de sus niveles residuales. A pesar de las alteraciones 

regionales producidas por el Tl en la PL y los limitados cambios en los sistemas 

antioxidantes estudiados, existe una correlación entre el EO y las tareas 

conductuales afectadas, sugiriendo que, aún cuando moderados, el Ti'evoca 

patrones neurotóxicos 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 leveis of lipid peroxidation (LP) in different brain regions (hypothalamus 

(Ht); cerebellum (Ce); striatum (5); 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 thahlium acetate (8 or 16 mg/kg, i.p.) to rats Seven days after Ti' 

administration, the metal was homogeneously and dose-dependently 

accumulated in ah regions evaluated. LP was increased in Ht, Ce and S, while 

GSH was depleted in S. Cu,Zn-SOD activity was also decreased in Ht and S. Ah 

these changes occurred with 16 mg/kg dose and at 7 days after treatment. In 

addition, TI-treated animais 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 Tl in LP and the himited changes in endogenous 

antioxidants, there is a correlation between the TI'-induced oxidative damage 

and the affected behavioral tasks, suggesting that, although 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 

lilA de la tabla periódica (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 Periódica de Elementos. Ubicación de Talio. Grupo lIlA 



Este metal es liberado al ambiente tanto por fuentes naturales como por 

fuentes antropogénicas, contribuyendo a la contaminación ambiental y a la posible 

intoxicación humana (Figura 2). 

000^ 

LTALIOI

FUENTES NATURALES 

Menos tóxicas que las antropogénicas 

Abundancia en corteza terrestre:! mg/kg

(0.001-3 mg/kg) 

FUENTES


ANTROPOGENICAS 

Son aquellas producidas por las 
Diferentes actividades humanas 
(2000-5000 toneladas anuales) 

Contribución variable al ambiente 

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

El talio es obtenido como subproducto durante el proceso de refinación de 

hierro, cadmio y zinc, así como en la industria cementera y ladrillera (Figura 3) 

liberándose como contaminante al ambiente. El polvo obtenido en este tipo de 

industria es procesado posteriormente para recuperar cantidades comercialmente 

importantes del metal (Brockhaus, 1981). A pesar de que no se producen más 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). El Ti es usado como catalizador de ciertas aleaciones, para la fabricación 

de lentes, joyería de imitación, termómetros de baja temperatura, semiconductores, 

pinturas, pigmentos y contadores de centelleo (Marmo et al., 1987). También fue 

empleado con fines terapéuticos (contra la sífilis, gonorrea y tiña) y dermato-

cosmetológicos (eliminación 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 recomendación hecha en 1973 por la Organización 

Mundial de la Salud de prohibir su uso. Así, a pesar de su gran toxicidad, los 

compuestos de Ti siguen estando disponibles en muchos países a través de las 

fuentes mencionadas (Galván-Arzate y Santamaría, 1998).

AMBIENTE 

Fundidoras de cobre, plomo y zinc


Ladrilleras y cementeras


Minas de carbón y plantas que utilizan


al carbón como combustible 

TALIO	 1 

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



2. INTOXICACION POR TALIO 

La intoxicación por Ti aparece después de la entrada del metal al 

organismo a través de inhalación, ingestión o por contacto dérmico (Figura 4). 

Pueden presentarse diversas manifestaciones clínicas (agudas, subagudas o 

crónicas) de acuerdo al tipo de exposición, dosis y edad del individuo (Rossi et al., 

1987). Es importante señalar 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 Química de la Organización 

Mundial de la Salud, se considera que en población general la ingesta total de talio 

debe ser menor a 5 pg por día principalmente proveniente de alimentos, y así esto 

no constituye una amenaza para la salud (Peter y Viraraghavan, 2005). Existen 

algunas estimaciones sobre la dosis letal mínima en humanos, siendo en 

promedio para el sulfato 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 habían propuesto una dosis letal mínima 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 tóxico se distribuye 

rápidamente en el organismo, cruzando tanto la barrera hematoencefálica como la 

placentaria (Ziskoven et al., 1983) y la testicular en su caso. El TI" se acumula en 

todos los órganos, pero presenta mayor afinidad por el Sistema Nervioso Central, y 

dentro de éste su mayor acumulación se observa en áreas subcorticales del

4



cerebro (Ríos el al., 1989; Galván-Arzate y Ríos, 1994). El TI" se elimina por 

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

INHALACIÓN 

INGESTIÓN 

CONTACTO DÉRMICO 

TALIO 

LEN EL ORGANISMOJ 

ACCIDENTAL  
Exposición 
Ambiental 1 Exposición 

Ocupacional 

INTENCIONAL 
Intanto da Suir.idio 

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

La distribución del talio se da en un modelo tridimensional de 3 fases (Rauws, 

1974). En la primera fase, que dura aproximadamente cuatro horas, el Ti'se 

distribuye en el compartimento central, constituido de sangre, órganos y tejidos bien 

irrigados, concentrándose en las células sanguíneas. La segunda fase, que va de 4 a 

48 horas comprende una completa distribución del metal por todo el cuerpo con 

especial acumulación en el órgano blanco que es el cerebro. La tercera fase 

comprende la consecuente eliminación del tóxico, donde se presenta un intensivo 

ciclo enteroenteral entre la absorción y secreción, por lo que el intestino se considera



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

recircular repetidamente, generando así una continua intoxicación (Nriagu, 1998). 

3. SINTOMATOLOGIA 

La sintomatología presentada por un paciente intoxicado por talio, aunque 

es muy variada, presenta generalmente algunos elementos "típicos" que son los 

que le proporcionan al médico indicios de que se trata de una intoxicación por el 

metal: algunas semanas después del envenenamiento o intoxicación puede 

presentarse pérdida de cabello, llegando en algunos casos a una calvicie 

completa, que incluye la caída del vello púbico y axilar (Figura 5). Entre los signos 

tempranos después de su ingestión oral están alteraciones gastrointestinales 

(naúseas, vómito, diarrea, extreñimiento, problemas de absorción, 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, parálisis, 

temblores, corea, convulsiones, períodos de confusión, letargo, insomnio, delirio, 

alucinaciones y coma. Otros aspectos que pueden verse alterados incluyen efectos 

sobre el Sistema cardio-vascular (taquicardia, pulso irregular, hipotensión, etc.) y el 

riñón puede verse dañado por la continua excreción del metal (puede llegar a 

detectarse albuminuria y hematuria) (Reed et al., 1963; Hasan et al., 1978; 

Moeschlin, 1980).

6
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Figura 5. Fotografía de paciente intoxicado crónicamente por talio. Se aprecia la 

alopecia característica y la atrofia muscular. (Tomado de Prick, J.J., 1979 

Handbook of Clin ical Neurology) 

4. ALTERACIONES ULTRAESTRUCTURALES 

A nivel subcelular, una de las alteraciones más importantes observadas por 

la acción tóxica del Ti es el daño a las mitocondrias (Figura 6), las cuales se 

encuentran considerablemente alargadas, su matriz presenta edema y existe una 

destrucción general en su integridad estructural; todo lo anterior se ve reflejado en 

el mal funcionamiento o en el impedimento de los procesos biológicos asociados a 

este organelo (Woods y Fowler. 1986).



Espacio	 Membrana	Cristales 
¡'itermembrana	

Matriz	
externa 

Ribosoma	 Membrana 
A1P	interna 

Sintasa 
Gránulo

mtDP4A	•

1 

Nw 

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

el talio. 

5. MECANISMOS DE ACCION 

Hasta el momento, el mecanismo más conocido para explicar la toxicidad 

del TI está relacionado con la interferencia que produce este metal en todos los 

procesos metabólicos dependientes de potasio (K), incluidos la sustitución del 

potasio en la ATPasa Na/K (Figura 7) y su afinidad especial por los grupos 

sulfhidrilos de proteínas y otras biomoléculas (Aoyama et al., 1988). Debido a que 

el TI"' y el K son iones con la misma carga y radio jónico similar, el TI"' es capaz de 

mimetizar al potasio en su movimiento y acumulación intracelular. Esta capacid de 

los iones de TI es atribuida a la incapacidad de la membrana celular de distinguir 

entre ambos iones (Mulkey y Oehme, 1993).

8



También se ha observado que el talio puede reemplazar al potasio en la 

activación de enzimas (por ejemplo, la piruvato cinasa- PK), la estabilización de 

ribosomas, e incluso en funciones fisiológicas como la contracción muscular 

(Douglas et al., 1990).

1
Ma. 

PI	 I•..	OSIl(*CII*s 1	•'
- 

€Ipsc* . 

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 DAÑO OXIDATIVO CELULAR 

El efecto del Tl sobre la peroxidación de lípidos (un índice confiable para 

evidenciar el daño oxidativo a las membranas celulares) fue probado por primera 

vez por Hasan y Al¡ en 1981 y comparado contra una administración de níquel y 

cobalto. Estos autores encontraron un aumento significativo en la peroxidación de 

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

9



Particularmente en el caso del Tl, el efecto mayor se observó en cerebelo, 

mientras que para los otros dos metales el aumento fue mayor en tallo cerebral. 

Ellos también encontraron una correlación entre la peroxidación de lípidos y el 

depósito de un pigmento de envejecimiento similar a la lipofuscina después de la 

intoxicación. Por su parte, Aoyama y col. (1988) estudiaron la inducción de la 

acción peroxidativa del TI -'- en diferentes tejidos de hamster, y encontraron un 

aumento de la lipoperoxidación particularmente en el riñón, con una disminución 

marcada en NPSH ('non-protein sulfhydryls") como un indicador de los niveles de 

glutatión (GSH), así como una disminución en la actividad de la glutatión 

peroxidasa (GPx), sugiriendo así que el daño inducido por Tl+ puede ser asociado 

a procesos de estrés oxidativo (EO). Recientemente, nuestro grupo investigó 

también el proceso de lipoperoxid ación producido por el Tl+, pero bajo un esquema 

subcrónico de intoxicación a ratas (Galván-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 DL50 establecida para talio en ratas y que es de 32 mg/kg) 

administrándolo vía i.p. durante 30 días y analizamos un índice de fluorescencia 

proporcional a la producción de lípidos peroxidados en diferentes regiones 

cerebrales como marcador de la peroxidación de lipidos (PL). Con la dosis menor 

sólo 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 (hipotálamo, cerebelo, corteza, hipocampo y cuerpo 

estriado). Estos resultados sugieren una susceptibilidad aparentemente 

preferencial del cuerpo estriado y del cerebelo al EO producido por el Tl, aún a



dosis bajas, hecho que se puede explicar por los valores basales bajos de PL 

exhibidos por ambas regiones, así como por su especial vulnerabilidad al ataque 

por radicales libres. A pesar de estos hallazgos, permanecen aún por explicar 

muchos otros eventos relacionados con la acción pro-oxidante del talio, como es el 

efecto de este metal sobre biomarcadores específicos 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 lo que es interesante enfatizar la participación de las especies reactivas del 

oxígeno (ERO) 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 oxígeno. Cuando la 

actividad redox basa¡ del SN se incrementa por efecto de factores potencialmente 

patógenos que afectan el empleo del oxígeno, el metabolismo celular se orienta a 

la expresión del estrés oxidante, el cual se define como el incremento tóxico en la 

actividad redox de cualquier sistema biológico mediado por la acción oxidante de 

los radicales libres y de otras ERO y/o ERN (especies reactivas del nitrógeno). A su 

vez, un radical libre se define como una molécula cuya característica fundamental 

es la de presentar uno o más electrones desapareados en alguno de sus orbitales 

moleculares. lo que le confiere una reactividad alta y una potencia 

desestabil izad ora sobre la estructura de otras moléculas (Figura 8). Los radicales



tienen su acción sobre diversos sustratos biológicos tales como proteínas, 

carbohidratos, lípidos y ácidos nucléicos (Hailiwell y Gutteridge, 1985). 
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Figura 8. Esquema representando la formación de radicales libres. 

Por otro lado, el EO es un complejo de eventos nocivos que llevan a la 

célula a la muerte después de una cascada de estímulos tóxicos. La PL es una 

expresión común del EO que involucra la reacción directa de ERO y ERN con 

ácidos grasos poli-insaturados de la membrana para formar radicales libres 

intermedios y peróxidos semi-estables. La PL es dañina 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 daño 

celular por contaminación ambiental, por radiación, por agentes químicos, así 

como por toxicidad del oxígeno. Debido a su alto contenido de lípidos insaturados y
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a la falta evidente de efectividad de sus sistemas de defensa antioxidante 

(atraptadores de radicales libres, metaloproteínas y enzimas detoxificadoras como 

la superóxido dismutasa), el SN es especialmente susceptible al ataque por 

radicales libres y a la peroxidación de lípidos (Hailiwell y Gutteridge, 1985). 
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Figura 9. Esquema general de la peroxidación de lípidos (modificado de Hailiwell, B. 

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

Los radicales libres y las especies reactivas del oxígeno o del nitrógeno, 

aunque potencialmente tóxicos, son productos metabólicos normales en el 

organismo. El superóxido y el peróxido de hidrógeno son producidos durante la 

reducción del oxígeno por la mitocond ría, a partir de enzimas tales como la xantina
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oxidasa y por las células fogocíticas. Algunos componentes fisiológicos se 

autoxidan o son sustratos para enzimas que generan radicales. El óxido nítrico es 

un radical producido tanto como mensajero en el cerebro y en la vasculatura, así 

como defensa contra patógenos (Winterbourn, 1995). 

Los sistemas biológicos de defensa antioxidante mantienen estos procesos 

oxidativos bajo control. Esto es considerado generalmente necesario para prevenir 

el daño oxidativo, pero puede ser igualmente importante para el control regulatorio 

de las vías que dependen de las reacciones redox. Los sistemas enzimáticos y los 

captadores no enzimáticos contribuyen a la defensa antioxidante (Figura 10). A 

continuación se mencionan los más importantes para el Sistema Nervioso Central. 

DEFENSAS ANTIOXIDANTES 

ENZIMATICAS	 NO-ENZIMATICAS 

Superóxido dismutasa (SOD)	 Glutatión reducido (GSH) 

Glutatión peroxidasa (GPx)	 Ácido ascórbico 

Glutatión reducido (GSH)	 Vitamina E 

Catalasa (CAT)	 Carotenoides 

Ácido úrico 

Ubiquinona 

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. GLUTATION COMO SISTEMA DE DEFENSA ANTIOXIDANTE 

Uno de los sistemas endógenos de defensa antioxidante más importante en 

el SNC es el glutatión, un tripéptido formado por ácido glutámico, glicina y cisteina 

(que contiene un grupo sulfhidrilo). El glutatión existe en dos formas: la oxidada 

(GSSG) y la más común, la reducida (GSH). El GSH (Figura 11) es el responsable 

de la inactivación directa de algunas ERO y ERN, así como del consecuente 

mantenimiento del balance redox del cerebro (Hailiwell y Gutteridge, 1985). La 

evaluación de las concentraciones de GSH en tejido constituye un marcador 

confiable de los niveles de actividad oxidativa en los sistemas biológicos. 
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Figura 11. Esquema que representa la acción del glutatión
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9. GLUTATION PEROXIDASA 

La glutatión peroxidasa (GPx) fué descubierta en 1957 (en tejidos animales). 

Generalmente no está 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 glutatión peroxidasa consiste de cuatro subunidades proteínicas, cada 

una de las cuales contiene un átomo 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 glutatión peroxidasa. 

Básicamente se reconocen cuatro tipos de glutatión peroxidasa: GPx 

clásica o citosólica (cGPx), GPx hidroperóxido fosfolipídica (PHGPx), GPx 

plasmática (pGPx) y la GPx gastrointestinal (GPx-Gl). 

La glutatión 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 reducción del peróxido de hidrógeno (H 20 2) a través de la GPx 

(Baker, 1993). Durante este mismo ciclo, el GSH se regenera por la acción de la 

glutatión reductasa (GSSGred) 

10. SUPEROXIDO DISMUTASA 

La enzima superóxido dismutasa (SOD) acelera la reacción de dismutación 

del radical superóxido (0 2 ) a H 202 (Figura 12). También impide la formación de 

peroxinitrito (un derivado altamente citotóxico del óxido nítrico) por competencia del 

óxido nítrico con el 02.
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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 extracelular. (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 ión cobre y un ión zinc. El ión Cu sirve como un sitio redox 

activo y el de Zn mantiene la estructura de la proteína. La Cu, Zn-SOD se localiza 

abundantemente en el citosol celular, y se ha encontrado incluso en el núcleo 

(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 está presente en el plasma, unida a sulfato de heparina 

en la superficie de células 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 02 inmediatamente en el sitio en que es 

formado (Nakazawa et al.. 1996).
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Figura 12. Esquema mostrando la producción de especies reactivas y su remoción 

por vías que involucran reacciones con glutatión (GSH), glutation peroxidasa 

(GPx), y superóxido dismutasa (SOD). (Tomado de Winterbourn, C.C. 1995. 

Clínica¡ and Experimental Pharmacology and Physiology). 

11. EVALUACION DE LOS NIVELES DE TALIO EN TEJIDO CEREBRAL 

En algunos casos de taliotoxicosis humana, la evidencia clínica no es 

específica de tal intoxicación, por lo que se hace dificil el diagnóstico (Meggs et al,, 

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

que comprueben la presencia de Ti en sangre y arma. Adicionalmente, el 

monitoreo de la concentración de! metal en los fluidos corporales es importante no 

sólo por el manejo de un paciente intoxicado, sino también por la posibilidad de la
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exposición ambiental al Tl, así como por las cuantificaciones de este metal en 

estudios experimentales con animales (Ríos y Monroy-Noyola, 1992). 

El Ti' se ha cuantificado en distintas muestras biológicas, como la sangre, 

cabello y orina, siendo esta última la más común. Los métodos desarrollados para 

determinar los niveles del metal en orina son los siguientes: electroquímicos (Liem 

et al., 1984), espectrográficos (Achenbach et. al., 1980; Mauras et. al., 1993) y de 

absorción atómica con y sin flama (Chandler y Scott, 1984; Ríos et al., 1989). 

Algunos de los métodos más recientes requieren de procedimientos de extracción 

previos al análisis para evitar interferencias o para concentrar al elemento. El 

análisis directo del TI se logra por medio de la espectrofotometría de absorción 

atómica con horno de grafito. Debido a la alta sensibilidad de este método, fué el 

que se utilizó en el presente trabajo. Dicho método analítico se basa en el principio 

que señala que si un haz de luz de determinada longitud de onda incide sobre un 

átomo libre en su estado basa¡, éste puede absorber energía radiante y pasar al 

estado excitado (Martínez, 2000). 

En el caso de los metales, la energía de la mayoría de las transiciones se 

encuentra en las regiones ultravioleta y visible del espectro. La característica de 

interés en las mediciones por absorción es la cantidad de luz a la longitud de onda 

de resonancia que es absorbida cuando ésta pasa a través de una nube atómica. 

Conforme el número de átomos se incrementa en el paso de la luz, la cantidad 

absorbida aumentará en forma predecible. La nube de átomos requerida para las 

mediciones en absorción atómica es producida por la aplicación de suficiente



energía térmica a la muestra para la disociación de los compuestos químicos en 

átomos libres (Martínez, 2000). 

En la espectrofotometría de absorción atómica, la muestra por analizar se 

transforma en un vapor atómico en el que la mayor parte de los átomos están en 

su estado fundamental- Esta técnica de atomización con horno de grafito tiene la 

posibilidad de contar con un programa de control de temperaturas. Básicamente, 

las fases de este programa son tres: en la primera etapa del programa, llamada del 

SECADO, se pretende eliminar el agua de la muestra, por ebullición. En la 

segunda etapa, la de CALCINACION, se elimina la matriz de la muestra, por 

ejemplo, materia orgánica si se trata de un material biológico. La tercera fase, la de 

ATOMIZACION, es la de producción de vapor atómico (Martínez, 2000). 

En trabajos previos realizados por nuestro grupo hemos reportado las 

concentraciones de Ti' en diferentes regiones cerebrales empleando distintos 

esquemas de administración. Usando ratas adultas que recibieron diferentes dosis 

de sulfato de TI (16, 32 y 48 mg/kg) y sacrificadas 24 ti después del tratamiento, 

encontramos una distribución diferencial en todas las regiones cerebrales. La 

concentración más alta fue encontrada en hipotálamo y de manera decreciente le 

siguieron mesencéfalo. hipocampo, tálamo, puente, cerebelo, cuerpo estriado y 

corteza, siendo similar el patrón de distribución con las tres dosis comparadas. Con 

respecto a la entrada del metal al parénquima cerebral, los datos obtenidos 

mostraron que en el estudio del curso temporal del Ti se produjo una entrada más 

rápida en hipotálamo que en otras regiones, particularmente la corteza, sugiriendo 

diferencias de entrada al tejido nervioso dependiendo de ¡a región. Otro dato

la



importante fue el establecimiento de un comportamiento dosis-dependiente en 

cuanto a la concentración del metal encontrada en las regiones cerebrales y la 

dosis administrada en los animales (Ríos et al., 1989). 

Posteriormente, en otro estudio se utilizaron ratas en diferentes etapas de 

desarrollo (desde recién nacida hasta 20 días de edad) empleando dosis de 16 

mg/kg de acetato de V. Los resultados mostraron que el cerebro de los animales 

adultos es menos permeable al metal que el de los animales en desarrollo, 

sugiriendo que el transporte reducido de Ti en el cerebro se relaciona al 

establecimiento de la barrera hematoencefálica en las ratas. También se 

encontraron diferencias entre los animales lactantes y los recién nacidos en 

relación a la distribución regional del metal. En el caso de las ratas de mayor edad. 

se observó una distribución dependiente de la región, mientras que los neonatos 

presentaron un contenido homogéneo del TI en todas las regiones. La 

participación aparentemente activa de la barrera hematoencefálica en el transporte 

del Ti * en el parénquima cerebral sugiere una alta susceptibilidad de los efectos 

tóxicos del TI' en función de la edad (Galván-Arzate y Ríos, 1994). 

Finalmente, en nuestro estudio más reciente, se evaluaron también las 

concentraciones de TI' en regiones cerebrales. Este se realizó en ratas adultas que 

recibieron dosificaciones del metal durante 30 días. Las dosis probadas fueron de 

0.8 y 1.6 mg/kg de acetato de TI. De acuerdo a lo esperado, las concentraciones 

cerebrales más altas se observaron en los animales que recibieron la dosis más 

alta del tóxico. Por otro lado, de manera sorpresiva, no se encontró una 

distribución 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 excreción del metal de la fase de eliminación del 

tóxico (Galván-Arzate et al., 2000). 

12. ALTERACIONES CONDUCTUALES POR TALIO 

En casos de intoxicación aguda por Ti la recuperación puede requerir 

meses y de hecho, puede no ser completa (Reppeto et al., 1988). Las secuelas 

más comunes e importantes pueden ser mareo, falta de concentración, dolor de 

cabeza intenso, fallas de memoria y alteraciones emocionales frecuentemente 

asociadas con el decaimiento gradual de la inteligencia (Manzo y Sabbioni, 1988). 

Los hallazgos más comunes en niños intoxicados son anormalidades mentales y 

cognitivas (retardo y psicosis), reflejos anormales, ataxia y temblor (Reed et al., 

1963).

Con respecto a la intoxicación subaguda o crónica, las cuales se asocian 

con la acumulativa retención de Ti en los tejidos, se ha observado que el daño en 

el Sistema Nervioso Central causa cambios mentales severos, psicosis, 

desorientación, alucinaciones, demencia y deterioro en la función intelectual 

(Thompson et al., 1988). Se ha observado conducta histérica al final de la primera 

semana después de la ingestión. La sed excesiva y la vigilia intratable parecen 

deberse al efecto del Tí' en el SNC, más que al dolor que pueden llegar a sentir 

los pacientes (Cavanagh et al., 1974). También puede producirse insomnio, dolor 

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



encontrado muchos tipos de secuelas como el retardo mental, la psicosis y los 

reflejos anormales (Dumitru y Kalantri, 1990). 

El mecanismo más importante por medio del cual el ambiente modifica la 

conducta en humanos es el aprendizaje. El aprendizaje se define como el proceso 

de adquisición de conocimiento sobre el entorno. La memoria por su parte es la 

retención o almacenamiento de ese conocimiento. El estudio del aprendizaje nos 

permite conocer con mayor detalle las capacidades lógicas del cerebro (para 

adquirir y guardar información) y nos ha provisto de una poderosa herramienta 

para evaluar el procesamiento mental (Kupfermann, 1991). El aprendizaje puede 

estudiarse suministrando al sujeto experiencias de aprendizaje repetidas y 

observando los cambios progresivos en su desempeño. En consideración a estos 

antecedentes, en este trabajo se realizó una prueba conductual para evidenciar a 

un nivel más fisiológico, el daño por EO inducido por Ti y su efecto integral sobre 

el organismo de los animales expuestos al metal. 

JUSTIFICACIÓN 

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, así como para metales pesados 

como cadmio, mercurio y plomo. Sin embargo, aún no está disponible un estudio 

completo que proporcione evidencia de los procesos de contaminación del Ti, el 

cual puede representar serías consecuencias para la salud humana.
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A pesar de ser un elemento altamente tóxico, el talio ha sido estudiado en 

un grado mucho menor que otros elementos tóxicos. Esto es principalmente debido 

a que el TI" es difícilmente detectado por métodos analíticos convencionales que 

generalmente tienen menos sensibilidad por este metal que por otros elementos. 

Adicionalmente, la importancia económica del talio no es tan grande como la de 

otros elementos tales como el cromo, níquel o zinc. Sin embargo, la importancia 

ecotoxicológica del talio se deriva de su alta toxicidad aguda sobre los organismos 

vivos, comparable a la del plomo y del mercurio. Actualmente existe una creciente 

demanda por el Ti' en la tecnología de vanguardia. Más aún, desde su 

descubrimiento como componente de conductores de alta temperatura, el TI"' ha 

atraído una gran atención como fuente potencial de contaminación 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 ahí 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 peroxidación de lípidos y 

el estrés oxidativo empleando diferentes tejidos, especies animales y esquemas de 

administración. Los hallazgos derivados de estas investigaciones han demostrado 

que la toxicidad del Tl se puede relacionar con la formación de especies reactivas 

del oxigeno, lo cual constituye un factor de riesgo importante para el daño celular, 

la disfunción orgánica y el impedimento de las funciones biológicas esenciales. La 

mayoría de estas investigaciones han probado esquemas subcrónicos o crónicos



de intoxicación; sin embargo una administración única del TI puede presentar 

efectos tóxicos para el hombre aún desconocidos pero de potencial riesgo 

neurotóxico. Por esto, es importante realizar estudios más detallados que ayuden a 

esclarecer el papel del estrés oxidativo en los procesos tóxicos producido por el 

ingreso de este metal al organismo, y de manera simultánea caracterizar los 

cambios producidos en los diferentes sistemas antioxidantes, poniendo especial 

atención en aquellos efectos ocurridos de manera temprana pero con efectos 

tardíos. Para cumplir este propósito, en este trabajo se emplearon diferentes 

técnicas espectrofotométricas (u y-visible, fluorométricas y absorción atómica) y 

conductuales que pondrán en evidencia las alteraciones a los sistemas 

antioxidantes endógenos producidos por el talio en diferentes regiones cerebrales 

de rata siete días después de su administración, empleando para ello dos dosis 

diferentes del tóxico con fines comparativos.



H. HIPOTESIS 

Dado que una parte importante de la acción tóxica del TI bajo diversos 

esquemas de administración es mediada a través de la generación de ERO y ERN 

que originan estrés oxidante, y debido a que asumimos que aún una única 

administración del Ti a los animales podría iniciar una respuesta regional asociada 

al estrés oxidante, dicho proceso podrá ser evidenciado en este estudio a partir del 

análisis de diferentes marcadores de daño oxidativo y conductuales bajo un 

esquema de administración aguda del metal. De esta manera y a través del estudio 

de la respuesta de los sistemas antioxidantes endógenos, se caracterizarán 

algunos de los mecanismos específicos responsables del daño oxidativo 

producidos por el Ti' en SNC como parte de su patrón selectivo de neurotoxicidad 

y se correlacionarán con alteraciones conductuales mayores.
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III. OBJETIVO GENERAL 

• Evaluar el efecto del Ti' sobre diferentes marcadores de estrés oxidativo y las 

respuestas de antioxidantes endógenos en el Sistema Nervioso Central de ratas 

expuestas a un esquema de administración aguda y correlacionarlo con 

alteraciones conductuales, aportando así información esencial para la 

caracterización de su patrón de neurotoxicidad. 

W. OBJETIVOS PARTICULARES 

a) Medir los niveles de peroxidación de lípidos en diferentes regiones cerebrales de 

ratas (hipotálamo, cerebelo, corteza, hipocampo y cuerpo estriado) 7 días 

después de la administración sistémica única de acetato de Tl. 

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 daño producido por el Ti'a nivel fisiológico integrativo por medio de 

pruebas conductuales relacionadas a tareas motoras y de aprendizaje y su 

posible correlación con los datos derivados de los marcadores de estrés 

oxidativo
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V. METODOLOGIA 

Este trabajo fue realizado en las instalaciones del Departamento de 

Neuroquímica y Laboratorio de Aminoácidos Excitadores, del Instituto Nacional de 

Neurología y Neurocirugía "Manuel Velasco Suárez" de la Secretaría de Salud, 

empleándose los reactivos, materiales y equipos de los mismos. 

Asimismo, algunas determinaciones (actividades enzimáticas de SOD) se 

realizaron en colaboración con el Laboratorio que dirige el Dr. José Pedraza 

Chaverrí en el Departamento de Biología de la Facultad de Química 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 estándares de calidad de grado analítico yio grado HPLC. 

Para la elaboración 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 vía intraperitoneal con dosis de 8 o 16 mg/kg de peso 

de acetato de Ti (que de acuerdo a Ríos y Monroy-Noyola, 1992, corresponden 

respectivamente a la cuarta parte y a la mitad de la DL 50 previamente establecida 

para nuestras condiciones de trabajo. Se utilizan para probar toxicidad del talio sin 

comprometer la sobrevivencia de los animales) o volúmenes equivalentes de
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vehículo (agua desionizada) para los animales controles. Siete días después de la 

exposición al metal, los animales se sacrificaron por decapitación y se obtuvieron 

por disección las siguientes regiones cerebrales: hipotálamo (Ht), cerebelo (Ce), 

corteza (Cx), hipocampo (Hc) y cuerpo estriado (E), siguiendo la técnica descrita 

por Glowinski e ¡versen (1966). Las muestras de tejido obtenidas fueron 

procesadas inmediatamente, o bien, fueron preservadas en congelación (-70 OC) 

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 las pruebas conductuales. 

1. Peroxidación de lipidos (PL): El tejido se homogenizó en solución salina (pH 

7.0), de donde se tomó una alícuota de 1 ml para el análisis de los 

productos lipídicos fluorescentes de la peroxídación (Triggs y Wilimore, 

1984), guardándose un volumen menor para la cuantificación de proteínas 

por el método de Lowry y col. (1951). A la alícuota de 1 ml se le agregaron 4 

mide una mezcla de cloroformo-metano¡ (2:1). Estas muestras se agitaron y 

enfriaron en hielo por 30 min protegidas de la luz para que se realice la 

separación de fases. La fluorescencia se midió en la fase clorofórmica a una 

longitud de onda de excitación de 370 nm y una longitud de onda de emisión 

de 430 nm. Empleando para ello un espectrofotómetro de luminiscencia 

Perkin-Elmer modelo LS50B. Los resultados se expresaron como unidades 

de fluorescencia por mg de proteína (Santamaría y Ríos, 1993).
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2. Glutatión reducido (GSH): Las muestras del tejido de las diferentes regiones 

cerebrales se homogenizaron en relación 9:1 (peso/vol) con amortiguador 

de fosfatos-EDTA + HP0 3 (al 25%). Se centrifugaron a 15,000 r.p.m. 

durante 15 min y el sobrenadante se empleó 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 ml de amortiguador de fosfatos-EDTA y 100 pl de esta 

dilución se hicieron reaccionar con 1.8 ml de amortiguador + 100 pl de O-

ftaldialdehído (OPA); esta nueva mezcla se incubó a temperatura ambiente 

y la señal de fluorescencia obtenida de la reacción se leyó a longitudes de 

onda de excitación de 350 nm y 420 nm de emisión. Para estas 

cuantificaciones se uso un espectrofotómetro 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) además 

de que en las diluciones finales en lugar de amortiguador se emplea una 

solución de NaOH (0.1N). Los resultados se expresan como pg/g de tejido 

fresco tomando como referencia a una curva de calibración de 

concentraciones conocidas de GSH.
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3. Glutatión peroxidasa (GPx): Para la determinación de la actividad enzimática 

de la GPx se empleó la técnica reportada en 1974 por Hafeman y col. Está 

técnica permite valorar de manera indirecta la actividad de GPx que 

después de la reacción enzimática degrada una concentración inicial 

conocida de GSH a una concentración final desconocida que es comparada 

con una curva de calibración procesada simultáneamente El tejido obtenido 

se homogenizó en amortiguador de fosfatos (pH = 7.4). Se tomaron 30 pl 

del homogenado y se incubaron con 0.5 ml de GSH (2 mM) + 0.5 ml de 

buffer de fosfatos 0.04 M (con 0.0004 M de EDTA), pH=7.0 + 0.25 ml de 

NaN 2 (0.01M), llevando con agua desionizada hasta un volumen final de 2 

ml. Esta mezcla se agitó durante 5 min a 37°C y se le agregó 1 ml de H202 

(1.25 mM) preincubado a la misma temperatura durante 3 min más. 

Posteriormente, se sustrajo 1 ml de la mezcla incubada y se le mezcló con 4 

ml de ácido metafosfórico (1.67 g de ácido metafosfórico glacial + 0.2 g de 

EDTA + 30 g de NaCI), esta nueva mezcla se centrifugó a 3,500 r.p.m. 

durante 15 mm; el GSH libre de proteínas se determinó usando 1 ml del 

centrifugado + 1 ml de amortiguador + 0.5 ml de DTNB (ácido 5,5'-ditiobis-2-

nitrobenzóico). Después de 2 mm, se midió la absorbancia a una longitud de 

onda de 412 nm. . Para estas cuantificaciones se uso un espectrofotómetro 

de Uy-VIS Perkin-Elmer modelo Lambda 20. Los resultados de actividad se 

expresaron como U/mg de proteína.



4. Superóxido dismutasa (SOD): La actividad total de la SOD en los 

homogenados de tejido se realizó siguiendo la técnica de Oberley (1984). El 

ensayo de inhibición competitiva se realizó usando el sistema xantina-

xantina oxidasa para reducir NBT (nitroazul de tetrazolio), empleando una 

mezcla de reacción conteniendo una concentración 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 pl de xantina oxidasa 

(2.8 U/l) y se incubaron a 27°C durante 30 mm. La reacción se detuvo con 

cloruro de cobre (0.08 mM) y las lecturas se realizaron a una longitud de 

onda de 560 nm en un espectrofotómetro UV-Visible. La cantidad de 

proteína que inhibió la reducción de NBT al 50 % se definió como una 

unidad de actividad de SOD. Los resultados se expresaron como U/mg de 

proteína. Para medir la actividad específica de la SOD-Mn, la SOD-Cu,Zn se 

inhibió con DOC (dietíl-ditiocarbamato). Para el ensayo de la actividad de 

SOD-Mn, la muestra se incubó con DDC (50 mM) a 30°C durante 1 hora y 

entonces se dializó 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.
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5. Concentración de TI' en tejido: Para la cuantificación por TI por 

espectrofotometría de absorción atómica con horno de grafito, se colocaron 

las distintas regiones cerebrales en tubos de polipropileno (previamente 

lavados con ácido nítrico suprapur 0.5 % y enjuagados con agua 

desion izada), registrando el peso fresco de cada muestra. A dichos tubos se 

les agregaron volúmenes diferentes de ácido nítrico suprapur concentrado, 

dependiendo de la cantidad de tejido (0.2 ml para Ht; 0.5 ml para E y Hc, y 

1.0 ml para Ce y Cx), para digerir el tejido cerebral. Se colocaron en baño 

maría con agitación continua a 60°C durante 60 min para acelerar la 

reacción. El tejido digerido se dejó enfriar a temperatura ambiente y se 

guardó en refrigeración hasta su análisis. El contenido de TI' de cada 

muestra se determinó por duplicado en alícuotas de 20 pl de las diluciones 

de las muestras con la solución modificadora de matriz, en un 

espectrofotómetro de absorción atómica Perkin-Elmer 3110 con horno de 

gráfito HGA-600 y automuestreador AS-60. La utilización de la solución 

modificadora de matriz sirvió para aumentar la estabilidad térmica del talio, 

lo que permitió realizar las determinaciones usando temperaturas más altas 

en el horno de grafito, sin pérdida de material (Ríos y Galván-Arzate, 1998). 

Se corrieron curvas de calibración hechas a partir de una solución estándar 

de 1 p.p.m. de Tl, de modo que las diluciones hechas para las muestras se 

ajustaran a los valores de nuestra curva. Los valores de concentración de 

TI en las muestras se expresaron como pg/g de tejido fresco después de 

hacer los cálculos necesarios para tomar en cuenta la dilución de la



muestra, el volumen de ácido nítrico empleado para la digestión del tejido y 

el peso del mismo. 

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

vehículo o talio (8 0 16 mg/kg). Fueron valoradas siete días después de la 

exposición al Tl, las ratas por medio de un laberinto acuático de acuerdo a 

los reportes previos hechos por Stewart y Morris (1993), y Castillo y col. 

(2000). El laberinto acuático consistió de una alberca de 1.5 m de diámetro 

con paredes laterales de 40 cm de alto. La alberca se llenó con agua a una 

temperatura entre 23 y 28°C, a la cual se le agregó leche para hacerla 

opaca. Se empleó una plataforma de escape de 10 cm de diámetro que se 

colocó 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 la 

plataforma para cubrirla completamente. La posición del observador fue 

siempre la misma, aproximadamente a 1 m de distancia de la alberca. El día
c 

de habituación (día 6 después de la intoxicación) se colocó al azar a cada	- 

uno de los animales durante 1 mm, dejándolos nadar libremente en la 

alberca (este día el agua estaba clara y no había plataforma). El día de 

evaluación (día 7 después de la exposición a Tl+) se realizaron las 

valoraciones que consistieron en cuatro intentos para cada rata, cada uno 

de los cuales tenía como tiempo máximo 5 mm, y la finalidad era que el 

animal localizará la plataforma y se subiera a ella para escapar" del agua. 

Se evaluaron tres parámetros durante el ensayo del laberinto acuático: se
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contó el tiempo que tardaba la rata en alcanzar la plataforma, los fracasos al 

no encontrar la plataforma y el número de cruces que hacia cada animal en 

la alberca. Para cada uno de los intentos se colocó al animal suavemente en 

la superficie del agua, viendo hacia las paredes de la alberca desde 

diferentes localizaciones alrededor de la misma, escogiendo el sitio al azar, 

y a partir de ahí se tomaban los cinco minutos de cada intento. Cuando la 

rata alcanzaba la plataforma, el cronómetro se detenía 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 ahí 

durante 1 min antes del siguiente intento. Cuando el animal abandonaba la 

periferia de la alberca o se sumergía de un punto a otro de la circunferencia. 

describiendo una línea geométrica o atravesando completamente la alberca, 

se contaba un cruce.



Plataforma oculta 

Figura 13. Esquema representando la prueba conductual del laberinto 

acuático de Stewar y Morris (1993). 

7. Actividad locomotora esoontánea: Para esta evaluación se usaron animales 

que recibieron la administración de vehículo para ser empleados como los 

controles o las diferentes dosis de T1 4 para el caso de los experimentales. 

Siete días después las ratas se colocaron individualmente en una caja de 

acrílico transparente y valorándose 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 mm.
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Figura 14. Fotografía mostrando el aparato para evaluar conducta del movimiento 

espontáneo (Electronic Motility Meter 40 Fc; Motron Products, Stockholm, 

Swede n). 

8. Análisis estadísticos: Todos los resultados son presentados como promedio 

± S.E.M. A excepción de los datos obtenidos de las pruebas conductuales 

(analizadas por la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y cuando fue 

necesario seguida de la U de Mann-Whitney ), todos las demás fueron 

procesados por un análisis de varianza (ANOVA) de una vía seguido de una 

prueba de Tukey para comparaciones múltiples. Los valores de p<0.05 

fueron considerados con significancia estadística.
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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 TI' 

7 días después de la administración del metal se muestran en la Gráfica 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 sólo 

en E (-22 %) a la dosis de 16 mg/kg, cuando se compara contra los controles. No 

se encontraron otras diferencias significativas. 

lit	(e	E	1k	Cx 

Regiones cerebrales 

Gráfica 2 Efecto del talio (TI') sobre el contenido de GSH en regiones cerebrales de rata. 
Los animales recibieron agua como vehículo (controles) o una sola administración de 
acetato de talio (8 o 16 mg/kg). Siete días después, las ratas de todos los grupos fueron 
sacrificadas y las siguientes regiones cerebrales se obtuvieron: hipotálamo (Ht), cerebelo 
(Ce), estriado (E), hipocampo (Hc), y corteza (Cx). El contenido de GSH en las diferentes 
regiones cerebrales fue evaluado por un método fluorométrico Se presentan los 
promedios ± S.E.M. de 6 ratas de grupos independientes. 

a(p<005) 
(ANOVA de una vía 

seguido de la prueba de Tukey)
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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 GFx después de 7 días de su 

administración sistémica se muestra en la Gráfica 3. El orden de los niveles 

basales de GPx fue el siguiente: Ce<E<Cx<Ht<Hc. El Tl+ no tuvo efectos 

significativos sobre la actividad de la GPx en ninguna de las regiones estudiadas 

cuando se comparó contra los valores de los animales controles. 

Regiones cerebrales 

Gráfica 3. Efecto del talio (Ti * ) sobre la actividad de la glutatión peroxidasa (GPx) en 
regiones cerebrales de rata. Los animales recibieron agua como vehículo (controles) o una 
sola administración de acetato de Tl+ (8 o 16 mg/kg) Siete días después, las ratas de 
todos los grupos fueron sacrificadas y las siguientes regiones cerebrales se obtuvieron: 
hipotálamo (Ht), cerebelo (Ce), estriado (E). hipocampo (Hc), y corteza (Cx). La actividad 
de la GPx en las diferentes regiones cerebrales fue caracterizada por un método 

espectrofotométrico. Se presentan los promedios t S.E.M. de 6 ratas de grupos 
independientes. No se encontraron diferencias estadísticas entre los tratamientos.
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4. Efecto del Tl 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 días después de la exposición al metal se muestran en la 

Gráfica 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. 

Ht	('e	E	He	Cx 

Regiones cerebrales 

Gráfica 4 Efecto del talio (Tl) sobre la actividad total de la superóxido dismutasa (SOD) 
en regiones cerebrales de rata. Los animales recibieron agua como vehículo (controles) o 
una sola administración de acetato de Ti * (8 o 16 mg/kg). Siete días después, las ratas de 
todos los grupos fueron sacrificadas y las siguientes regiones cerebrales se obtuvieron. 
hipotálamo (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 método 
espectrofotométrico. Se presentan los promedios ± S.E.M. de 6 ratas de grupos 
independientes. a(p<005) fue estadística mente diferente del control: b(p<005) 
corresponde a diferencias entre la dosis de 16 mg/kg con respecto a la de 8 mg/kg 
(ANOVA de una vía seguido de la prueba de Tukey).



5. Efecto del Ti sobre la actividad de la Cu,Zn-SOD en regiones cerebrales de 

rata: La actividad cerebral regional de la Cu,ZnSOD en ratas control y 

administradas con Ti 7 días después de la exposición al metal se muestran en la 

Gráfica 5. Básicamente, 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 a 

actividad de la Cu,Zn-SOD en Ht (-25 %) y E (30 ° a la dos de 1 0 ma*q 

cuando se hacen comoaraciones contra el control 

a 
o 
ci)
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Regiones cerebrales 

Gráfica 5. Efecto del talio (Tl) sobre la actividad de la superóxido dismutasa CuZ'-
dependiente (Cu,Zn-SOD) en regiones cerebrales de rata. Los animales recibieron agua 
como vehículo (controles) o una sola administración de acetato de Tl+ (8 o 16 mg/kg: 
Siete días después, las ratas de todos los grupos fueron sacrificadas y las siguientes 
regiones cerebrales se obtuvieron: hipotálamo (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. a(p<O.05) fue estadísticamente diferente de 
control; b(p<QQ5) corresponde a diferencias entre la dosis de í3 ma/: uc espec:c a 
de rngko	Nfl\!A de una vía se q u'dc p or la p rueba, de Tuke\v: 

No se enconiraron efectos del TI soúre .a actividad de la Mn-SCL" un riloquna de 

las regiones estudiadas ni a ninguna de las dosis probadas (datos no mostrados;
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6. Efecto del Ti sobre la concentración de TI 4 en reaiones cerebrales de ra 

La distribución 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 Gráfica 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 sí, 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 Hc y 29 % para Cx. 

No se encontraron diferencias estadísticamente significativas en la distribución de 

TI 4 cuando se compararon las diferentes regiones entre sí dentro de una misma 

dosis.
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Gráfica 6 Cuantificación de la concentración regional cerebral de Ti * en ratas. Los 
animales recibieron agua como vehículo (controles) o una sola administración de acetato 
de T1 (8 o 16 mg/kg). Siete días después, las ratas de todos los grupos fueron 
sacrificadas y las siguientes regiones cerebrales se obtuvieron: hipotálamo (Ht), cerebelo 
(Ce), estriado (E), hipocampo (Hc), y corteza (Cx) El contenido de Tl+ fue medido por 

espectrofotometría de absorción atómica. Se presentan los promedios S.E.M. de 6 ratas 
de grupos independientes. a(p<0.05) y 

A(p<001) 
fueron estadísticamente diferentes del 

control; 
b(p<005) ,, 

B(p<001) corresponden a diferencias entre la dosis de 16 mg/kg con 
respecto a la de 8 mg/kg (ANO VA de una vía seguido de la prueba de Tukey).
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7. Efecto del Ti * sobre el aprendizaie 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 acuático mostraron cambios 

significativos cuando se compararon con tos animales control. Ni la latencia media 

de escape en el día siete (Gráfica 7) ni otros parámetros tales como el número de 

fracasos para alcanzar la plataforma / número de intentos o el número de cruces 

del tanque / mm, resultaron afectados por la administración del tóxico a las ratas 

(datos no mostrados).

Gráfica 7. Efecto del talio (Ti') sobre la latencia media de escape de ratas como prueba de 
aprendizaje. Los animales recibieron agua como vehículo (controles) o una sola 
administración de acetato de Ti*(8 o 16 mg/kg). Siete días después, las ratas de todos los 
grupos fueron sometidas a la prueba del laberinto acuático. Se presentan los promedios 
S.E.M. de 6 ratas de grupos independientes. Los datos se analizaron a través de un 
ANOVA de Kruskal-Wallis seguido por una prueba U de Mann-Whitney. No se encontraron 
diferencias estadísticas entre los grupos.
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8. Efecto del TI sobre la actividad locomotora espontánea 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 días después de su administración: 

movimientos horizontales, verticales y ambulatorios. Las frecuencia de dichos 

movimientos revelaron que a las dos dosis de! tóxico probadas se produce una 

disminución significativa en la actividad locomotora en las diferentes variables 

evaluadas (Gráfica 8). La frecuencia en los movimientos horizontales disminuyó en 

un 28% y 27% en las dosis de 8 y 16 mg/kg respectivamente cuando se 

compararon contra los animales controles, mientras que en el caso de los 

movimientos verticales la disminución encontrada fue de 56% y 64% 

respectivamente. La actividad ambulatoria también disminuyó en un 38% y 41% 

respectivamente.

Jj 

Gráfica 8. Efecto del talio (Tl) sobre la frecuencia de movimientos espontáneos 
horizontales, verticales y ambulatorios en ratas. Los animales recibieron agua como 
vehículo (control) o una sola administración de acetato de T1 (8 o 16 mg/kg). Siete días 
después, las ratas de todos los grupos fueron evaluadas durante 60 mm. Para valorar los 
movimientos espontáneos. se empleó el equipo automatizado Electronic Motility Meter 40 
Fc. Se presentan los promedios ± S.E.M. de 6 ratas de grupos independientes. *(p<005) 
fue estadística mente diferente del control. Se realizó un ANO VA Kruskal-Wallis seguido de 
una prueba U de Mann-Whitney
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VIL IJISCUSION 

Hallazgos generales 

En este trabajo se caracterizó el perfil de actividad de diversos antioxidantes 

endógenos y la consecuente ocurrencia de marcadores de estrés oxidante en 

diferentes regiones cerebrales de ratas 7 días después de un esquema de 

exposición única al acetato de talio en dos dosis diferentes. Se observaron 

alteraciones selectivas a nivel regional destacando aquellas del estriado, 

sugiriendo que aún cuando los animales fueron expuestos a una sola 

administración del metal, éste tuvo secuelas bioquímicas que podrían resultar 

eventualmente en graves alteraciones a los sistemas de defensa antioxidante, 

tanto en su actividad como en su expresión (por probar en el futuro). 

Adicionalmente, aún cuando moderadas, estas alteraciones pueden relacionarse 

con el déficit conductual en los animales intoxicados con Tl. evidenciado como 

una disminución en la actividad motora o patrón hipocinético, un índice 

fisiopatológico que nos habla de la integridad de los sistemas de neurotransmisión 

y su afectación por agentes tóxicos que alteran el SNC. La relación establecida 

entre ¡os criterios bioquímicos y los conductuales nos arroja una interesante 

observación la respuesta tardía de algunas regiones del cerebro (en términos de 

su capacidad de hacer frente al estrés oxidante) debido a la toxicidad aguda del 

T1. Los elementos que sustentan esta hipótesis son discutidos más adelante. 

Es importante señalar que a partir de estos resultados podemos considerar 

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



observó una gran mortalidad al probar la dosis de 32 mg/kg (datos no mostrados) 

por lo que su empleo dificultaría obtener suficientes datos con dicha dosis, por lo 

cual puede obviarse en la realización 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 bioquímicos, pero debido 

a que sí fue capaz de generar cambios en los estudios conductuales puede 

postularse como una dosis útil en bioensayos conductuales. 

Por su parte, la dosis de 16 mg/kg mostró una potencia oxidante aceptable 

para nuestras condiciones de trabajo, además de que el número de muestras que 

pudimos reunir fue el necesario para nuestros fines, por lo que se considera como 

la dosis ideal a emplear para las siguientes etapas de evaluaciones bioquímicas de 

este proyecto, al mismo tiempo que proporcionó datos interesante en las pruebas 

con d u ctu a les 

Las dos dosis de TI - usadas en este trabajo son menores a las estimadas en 

ciertas regiones del mundo como el área Lanmuchang en China, en donde la 

ingesta promedio en humanos (establecida para un adulto con peso promedio de 

70 kg) es superior a 27 pg/kg/dia, que es 50 veces superior al rango de ingesta del 

metal (004 pg/día) en personas que viven en lugares libres de contaminación de 

fondo con talio. Este alto rango de ingesta también es 1000 veces mayor que el 

promedio mundial diario (2 pg/día) 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/día 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 límite promedio para TI en el aire para un lugar de 

trabajo es de 0.1 mg/m 3 en el contexto de que cualquier exposición adicional sobre 

piel puede ser peligrosa (Repetto et al., 1988). Estos datos deben considerarse 

seriamente, ya que como se muestra en este trabajo, aún dosis menores bajo 

esquemas de administración única pueden provocar alteraciones fisiológicas. 

Talio y estrés oxidativo 

El primer elemento caracterizado en el presente trabajo fue el proceso de 

peroxidación de lípidos (PL) como marcador general de daño oxidante sobre las 

membranas celulares, tanto de neuronas como de glía. La PL producida en 

distintas regiones cerebrales de ratas expuestas a las dos diferentes dosis de Tl 

revelaron la susceptibilidad preferencial de Ht, Ce y E a estos eventos (Gráfica 1). 

A este respecto, nuestros hallazgos pueden relacionarse con resultados previos 

obtenidos por nuestro grupo de trabajo (Galván-Arzate et al.. 2000) en relación 

directa al aumento en la PL observado en la mayoría de las regiones ccebrales 

estudiadas comparándolas contra las de animales control empleando dosis 

diferentes de TI (0.8 y 1.6 mg/kg) bajo un esquema de administración diferente (30 

días). En este caso el proceso crónico de intoxicación evidenció 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 inducción de estrés oxidativo en el 

cerebro de ratas crónicamente administradas con dosis bajas de arsento en el



agua de bebida, en donde el aumento en la PL está acompañado de la reducción 

de actividad de algunas enzimas antioxidantes (Rodríguez 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 intoxicación con cadmio 

aumenta los niveles de PL en diferentes órganos, incluyendo el cerebro en 

animales adultos. Por su parte, los animales jóvenes son más susceptibles al 

cadmio y consecuentemente más sensibles a los efectos dañinos del metal debido 

a que la barrera hematoencefálica no está totalmente desarrollada. La actividad de 

los sistemas de defensa antioxidante también 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 lipídicos de las 

membranas celulares del SNC, produciendo cambios en sus propiedades 

fisicoquímicas y una eventual disminución en sus funciones, interrumpiendo así la 

conducción nerviosa, el proceso de liberación de neurotransmisores, la actividad 

de receptores y las funciones de canales iónicos, y llevando eventualmente a la 

muerte celular. Aunque la PL es un proceso que ocurre espontáneamente en el 

cerebro y otros órganos como parte de los procesos de envejecimiento celular, 

ésta se expresa como un fenómeno patogénico cuando la formación de las ERO 

es exacerbada y no puede ser controlada por los sistemas antioxidantes 

endógenos. Como evento de daño, la PL ha sido involucrada en diversas 

enfermedades neurodegenerativas tales como Parkinson, Alzheimer, Huntington, 

ELA, etc., así como también en exposiciones ambientales a metales, radiación Uy. 

y agentes químicos (Halliwell y Gutteridge, 1989).
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Por su parte, el GSH, el antioxidante endógeno no enzimático más 

importante del cerebro, es requerido para una gran variedad de reacciones 

biosintéticas en las células de mamíferos (Meister y Anderson, 1983); entre los 

procesos celulares normales se incluyen transporte de aminoácidos y 

detoxificación de xenobióticos (Cossum y Rickert, 1987), así como la ya 

mencionada participación como protector contra daño 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 distribución desigual entre la glia y las neuronas del 

SNC cambian marcadamente la percepción de los mecanismos de estrés oxidativo 

en las poblaciones celulares que son blanco de xenobióticos. El cuerpo celular 

neurona¡ contiene menores niveles de GSH mientras que las concentraciones en 

astrocitos, epéndimo, oligodendrocitos y células endoteliales vasculares son 

relativamente altas (Lowndes et al., 1995). Similarmente, la capacidad del tejido 

nervioso para conjugar enzimáticamente el GSH a varios sustratos está distribuida 

heterogéneamente por región, 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 disminución en la concentración de GSH en diferentes tejidos de 

roedores (Aoyama et al., 1988), pero existe controversia sobre la importancia del 

GSH en la toxicidad del Ti - debido a que para órganos como el riñón. 

aparentemente no existe una relación directa entre la nefrotoxicidad 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 

T1 afecta el sistema de defensa antioxidante dependiente del GSH, al menos en 

cuatro niveles: este metal reduce la cantidad de GSF-I, principalmente debido a su 

oxidación; en condiciones normales los niveles de GSH son restaurados por la 

acción de la glutatión reductasa (GRed), lo cual es impedido por el TI'. Este metal 

también limita la detoxificación del hidroperóxido a través de la inhibición de la 

enzima GPx, y finalmente reduce la cantidad de NADPH, un cofactor de un gran 

número 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. 

únicamente encontramos diferencias significativas al comparar la dosis de 16 mg 

contra el control en el E (Gráfica 2). Estos cambios discretos pueden explicarse por 

las diferencias previamente mencionadas en cuanto a concentración utilización y 

manejo específico que las diferentes regiones cerebrales hacen del GSH en base a 

su composición celular. Podemos sugerir que no encontramos elementos que nos 

supcner u tia (" ,a!-  partcinacicn aol sstea de de'ensa	SI co otra a 

nec'otoxic:dau PICJLICda cor nF toNo on ns:e estudio 

Por otra parte, la glutatión peroxidasa (GPx) reduce hidroperoxidos a traves 

del tripéptido GSH. Consiste de una triada catalítica constituida por selenocisteina, 

glutamina y triptófano. El grupo selenol de la selenocisteina es activado cuando se 

une a un hidrógeno reactivo de un H 20 2 u otros hidroperóxidos solubles. La



peculiaridad ce la CPx es que en presencia de GSH. reduce hidroperóxidos Sifl 8 

generación de radicales libres. Bajo el esquema de tratamiento sistémico con una 

sola administración de dosis de talio de 8 o 16 mg/kg no se encontraron cambios 

significativos en la actividad de GPx en las diferentes regiones cerebrales 

estudiadas (Gráfica 3). Únicamente encontramos tendencias al cambio al comparar 

los tratamientos contra el control para el caso de las regiones Ht y Hc con la dosn 

de 8 mg/kg de talio. Estos ligeros cambios pueden explicarse por las diferencias er 

cuanto a concentración, utilización y manejo especifico que las diferentes regiones 

ceebt ales hacen de la enzrna GPx e- base a su coer posición cecial 

Ccn respecto a los resultados obtenidos para a actvidad de la suoec. cio 

dismutasa realizando tres valoraciones (SOD-total (Gráfica 4), SOD-manganeso 

dependiente y SOD-Cu,Zn dependiente (Gráfica 5)), encontramos sólo 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 observó una diferencia significativa cuando se compararon las dos dosis en el 

Ht. Para el caso de la SOD-Cu,Zn (que es el tipo citosólico) 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 participación determinante del sistema de defensa de la GPx contra la



neurotoxicídad producida por el TI en este estudio, pero los datos sugieren que la 

SOD, y especialmente la SOD-Cu,Zn, está relacionada a los procesos oxidativos 

producidos por las diferentes dosis de TI, especialmente la más alta. Estos 

resultados son muy interesantes, ya que establecen la relación de los procesos cie 

daño (generación de especies reactivas) asociados al Ti * con daño hioquin'ico 

directamente ligado con el estrés oxidativo. A pesar de que directamente estas 

alteraciones no las podemos relacionar con cambios 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 

Amiotrófica (ELA) Familiar (Fridovich. 1998). Dicho reporte establece que el 

reemplazo de 50 diferentes aminoácidos en la secuencia de la proteína encontrado 

en pacientes con ELA y las actividades de esta enzima mutante se encuentran 

entre 0.1 a 100% con respecto a lo normal. Este rango de actividades, así como la 

dominancia genética de la ELA ocasionan el siguiente problema: la actividad de la 

SOD presenta una ganancia tóxica de la función que posteriormente se pierde 

(Fridovich, 1998). 

El TV bajo nuestro esquema experimental, tuvo un comportamiento 

diferente al reportado para otros metales. Se sabe que el arsenito administrado en 

forma aguda inhibe la glutatión reductasa (GRed) y disminuye el nivel intracelular 

del GSH, mientras que su ingesta crónica 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 (Méndez-Armenta et al., 2003).



Concentraciones de talio en el cerebro 

En este trabajo también se demostró la acumulación de Tl en las diferentes 

regiones cerebrales analizadas comparando dos dosis diferentes del tóxico (8 y 16 

mglkg). Las cuantificaciones corresponden a tejido obtenido de animales 

sacrificados siete días después de haber sido intoxicados con TI". Los niveles 

encontrados son menores a los reportados por nosotros en trabajos previos (Ríos 

et al. 1989; Galván-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 excreción del organismo. 

Los resultados de concentración (Gráfica 6) en las diferentes regiones 

cerebrales que corresponden a la dosis de 8 mg/kg se encuentran en promedio en 

0.55 pg/g de tejido fresco, y no se evidencian diferencias al analizar la concentración 

entre las regiones cerebrales. Con respecto a la dosis de 16 mg/kg, el promedio de 

concentración cuantificada en las diferentes regiones es de 0.9 pg/g de tejido fresco. 

El grupo de la dosis mayor mostró el mismo comportamiento que el observado para 

el grupo administrado con 8 mg/kg de acetato de talio, por lo que en la acumulación 

del metal por regiones no hubo diferencias significativas. Estos hallazgos son 

similares a los reportados previamente por nosotros (Galván-Arzate et al., 2000). en 

donde no encontramos diferencias de concentración entre las regiones (se describió 

una distribución homogénea del tóxico en todas las áreas), pero sí observamos una 

respuesta en la concentración dependiente de la dosis debida al tratamiento 

administrado a los animales. A partir de nuestros trabajos previos (Ríos et al. 1989:



Galván-Arzate et al., 2000), sabemos que después del tercer día de intoxicación, los 

niveles detectados del metal en diferentes regiones cerebrales disminuyen y se 

reducen las diferencias de concentración que existen entre ellas, en comparación al 

primer día, lo cual es debido principalmente a los procesos de eliminación, por lo que 

sugerimos que siete días después, como es en este caso, este comportamiento se 

mantiene. 

Nuestros resultados también sugieren un efecto tóxico tardío del metal en el 

cerebro, tanto en términos de daño oxidativo como en los cambios moderados en 

los antioxidantes endógenos, siendo más evidentes en el caso de la dosis más 

alta. Nosotros sugerimos que esta respuesta tardía puede ser el resultado de 

niveles residuales de Ti en el cerebro. Se sabe que debido al gran volumen de 

distribución del metal (de 3.6 a 5.6 L/Kg en humanos), la vida media de eliminación 

es larga. La vida media estimada en humanos reportada es muy variable, con 

rangos de 1 a 3 días en dosis bajas y de 1 a 1.7 días durante terapia clínica 

intensiva después de la ingestión de una dosis potencialmente letal. Sin embargo, 

otros estudios dan un período de vida media de eliminación de 8 a 30 días, debido 

a que existen tejidos de depósito como la grasa y el hueso que permiten la 

permanencia 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, y 

actividad de SOD-Cu,Zn), afectando principalmente Ht y E, puede estar reflejando 

una acumulación preferencial del tóxico en estas regiones durante los estadios 

tempranos de exposición.



La evLlencia presentada de qce e E resulto a regio:- mas afectada cc 

algunos de los marcadores bioquímicos evaluados (datos consistentes con los 

reportes previos de Hasan y Ah, 1981; Brown et al., 1985 y Galván-Arzate et al., 

2000), revela la peculiar vulnerabilidad de tal región cerebral al efecto tóxico del 

metal, lo cual es un hallazgo relevante a la luz de las funciones integrativas a nivel 

neuroquimico y conductual de esta región. Lo anterior se apoya en estudios que 

establecen que entre las estructuras cerebrales que se encargan de determinar-

cuando deben activarse los diferentes programas que controlan las necesidades 

esenciales de locomoción, postura, respiración, movimiento de los ojos, 

alimentación, masticación, deglución y conductas motoras reproductivas, los 

ganglios basales, y en particular su capa de entrada, el estriado, tiene un papel 

fundamental en la actividad motora. Existe evidencia convincente de que el estriado 

juega un papel prominente en la selección de la conducta motora (Grihiner et al 

2005). A simple vista no observamos ninguna alteración mayor en la conducta de 

nuestros animales, pero interesantemente al realizar los estudios conductuales se 

encontraron alteraciones que pueden asociarse a los efectos tóxicos oroducidos pci 

e Ti sobre el E. Dichos resuLados se comeman mas adeante 

Los cambos discretos oducrdos por ci T - en tern nos ocneracs cm escs 

marcadores en las otras regiones sugieren una repuesta limitada del cerebro a 

insulto tóxico moderado de una sola administración del metal, lo que nos lleva a 

biotetizar que baje las condiciones empleadas en este trabajo ---1 cerebro 

necesita activar muchos de sus sistemas antoxidantes Para encamr los ofectos ccl 

tóxico.



Con respecto al Ht fue interesante encontrar cierta relación entre la PL y la 

disminución de la actividad de SOD-Cu,Zn. Nosotros sugerimos que la 

susceptibilidad de Ht a las especies reactivas del oxígeno puede ser al menos 

parcialmente debida a la falta de protección de esta región por la barrerc 

hematoencefálica (Ríos et al.. 1989: Galván—Arzate y Ríos 1994) lo que la hace 

más vulnerable al cruce libre de moléculas tóxicas. En contraste, la posible 

explicación para todas aquellas regiones que resultaron menos alteradas por los 

efectos tóxicos del metal puede ser relacionada por un lado a la efectividad de sus 

sistemas antioxidantes bien preservados, o bien a su caracterizada tendencia a 

acumular menos Ti (particularmente para el caso de Cx), como se mencionó en 

relación a trabajos reportados previamente por nuestro grupo (Ríos et al., 1989; 

Galván—Arzate y Ríos, 1994). 

En términos generales, se requieren estudios adicionales que aclaren con 

mayor detalle el efecto de Ti sobre los sistemas de defensa antioxidante, ya que sus 

alteraciones podrían parcialmente contribuir al daño oxidativo que ha sido asociado a 

la toxicidad de este metal. A través de estos mecanismos, el Ti' puede causar sus 

principales síntomas de envenenamiento (alopecia, cardiomiopatía, nefrotoxicidad y 

neurodegeneración), y todas estas patologías 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 daño en diferentes grados a nivel 

cognitivo, tanto en la memoria como en el aprendizaje de riersorlus ntc1OJ s 

TI' (Thompson et al., 1988), así como las secuelas impor:snes. qus mucsarisoo 

no logran superarse (Reppeto et al., 1988), bajo nuestras condicc 'es 

experimentales y para el caso especifico de la medición del aprendizaje de ratas 

intoxicadas con talio empleando la valoración del laberinto acuático no encontramos 

evicencias 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 más claramente la posible afectación 

sobre aprendizaje incluyen el uso de administraciones de dosis mayores o crónicas 

del agente tóxico. Adicionalmente esta herramienta permite valorar daño sobre los 

procesos de memoria y que no fueron considerados para este diseño experimentak 

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 (Gráfica 7). Los tiempos en los que los diferentes 

grupos alcanzaron la plataforma nos muestran comportamientos parecidos en todos 

los animales y una capacidad semejante de aprender, ya que prácticamente tods, 

fueron exitosos en encontrar la plataforma. Adicionalmente, se observó una 

cisminución en el número de fracasos de las ratas experimentales de manera 

concordante con el de los animales control (datos no mostrados). asi como un 

aumento en el número de cruces que hacían todos como parte de la búsqueda de la



plataforma, y finalmente, una disminución evidente en las latencias al realizar los 

diferentes intentos para alcanzar la plataforma (datos no mostrados). 

La falta de cambios en los parámetros del aprendizaje espacial evaluados 

en este estudio sugieren que la administración única de TI 4 a ratas a las dos dosis 

probadas no tuvo ningún efecto tóxico, lo que implica que los mayores sistemas de 

neurotransmisión relacionados con las funciones cerebrales de aprendizaje aún 

permanecen, al menos en este punto, sin daño aparente. Es muy común que en 

otros reportes empleando el laberinto acuático de Morris, los cambios observados 

por otros agentes tóxicos, como los pesticidas endosulfán y paratión (Castillo el al., 

2002), así como los metales arsénico (Rodríguez et al., 2003) y el plomo (García-

Arenas et al., 2004), se relacionen a lesiones a nivel hipocampal a través de 

alteraciones de vías de neurotransmisión colinérgicas y serotoninérgicas. En este 

estudio, en donde el Hc no presentó cambios importantes en los parámetros de 

daño oxidativo, el no hallar cambios al evaluar aprendizaje concuerda con nuestros 

hallazgos bioquímicos. Sin embargo, estos datos experimentales no deben 

considerarse concluyentes en cuanto a que la intoxicación con talio no produce 

ningún daño en la capacidad de aprendizaje, ya que hay que tomar en cuenta que 

se trata de un modelo animal en el que se trabajó con un número reducido de 

animales empleando una administración única, por lo que no deben dejarse de 

lado los reportes clínicos que certifican severos daños y alteraciones importantes 

en la conducta y comportamiento, as¡ como funciones tan finas como la capacidad 

verbal disminuida en pacientes intoxicados con talio (McMillan et al., 1997).



Con respecto a la valoración de movimientos espontáneos, sí 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 (Gráfica 8), 

siendo aún más marcadas las correspondientes a los movimientos verticales. Los 

cambios observados en los animales quizá guarden relación con los síntomas 

neurotóxicos descritos en pacientes intoxicados de manera aguda o crónica con 

talio, que incluyen ataxia progresiva, psicosis con paranoia, depresión, 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 daño celular. A 

pesar del hecho de que el déficit locomotor observado en los animales tratados con 

TI" es un indicador de cierto nivel de daño celular o bien de alteraciones de vías 

neuroquímicas especificas, la cuestión que queda por esclarecer es si el patrón 

hipocinético observado siete días después de la administración única del TI es un 

primer estadio de toxicidad o si es meramente el resultado de la progresión desde 

un estado hipercinético preliminar, ya que se ha demostrado que un patrón de 

hipoactividad puede variar y puede cambiar fácilmente a hiperactividad (y 

viceversa) en modelos excitotóxicos en los cuales se ha evaluado la actividad 

locomotora (Borlogan et al., 1997), hecho que debe valorarse a mayor detalle 

posteriormente
	 t4
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Mecanismos de toxicidad del talio 

El mecanismo preciso de toxicidad del talio aún no es claro. Hasta ahora se 

sabe que, como muchos otros metales pesados, el talio se une a los grupos 

sulfhidrilo de las proteínas y de las membranas mitocondriales, inhibiendo así una 

serie de reacciones enzimáticas y conduciendo a un "envenenamiento" 

generalizado. De esta manera, entre los posibles mecanismos tóxicos de! Tl se 

incluyen la formación de complejos con proteínas que contienen grupos sulfhidrilo, 

la inhibición de la respiración celular, la interacción con riboflavinas y cofactores de 

las riboflavinas, así como la alteración 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 

(Galván-Arzate y Santamaría, 1998). El TI -"sustituye al potasio en muchas 

reacciones bioquímicas debido a la similitud del radio iónico de ambos elementos, 

los cuales son 0.147 y 0.133 nm, respectivamente. Así, el Ti produce alteraciones 

en los procesos fisiológicos normales tales como la neurotransmisión y la 

excitabilidad muscular (Repetto et al., 1988). La taquicardia, la hipertensión y 

ciertos desórdenes digestivos han sido interpretados como disfunciones 

neurogénicas relacionadas al daño tóxico del nervio vago del Tl+. La acción directa 

del metal en el miocardio y en el músculo de los intestinos grueso y delgado ha 

sido ampliamente documentada (Hasan y Ah, 1981). 

Adicionalmente, algunas proteínas dependientes de K presentan mas 

afinidad por el Ti' que por el mismo K. La piruvato cinasa (PK) un complejo



enzimático glicolítico es fuertemente inhibido por altas concentraciones de Tl, 

posiblemente debido a la formación del complejo TI-ADP. El TI"' se une a la 

ATPasa Na 4/K con una afinidad 10 veces mayor que el K, mostrando inhibición a 

altas concentraciones del metal (Reppeto et al., 1988). Esto conduce a la 

acumulación del Tl+ en la célula a expensas del K, impidiendo así la regulación 

osmótica y la generación del potencial de gradiente electroquímico responsable de 

la excitabilidad eléctrica de las células nerviosas y de la generación de la energía 

libre (Mulkey y Oehme, 1993). La inhibición de la ATPasa Na/K causa 

"hinchazón" mitocondrial y vacuolización, que es un hallazgo común en 

microscopia electrónica de neuronas después de una intoxicación con V. La 

acumulación activa del metal también desacopla la fosforilación 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 

desestabilización progresiva y daño irreversible a ribosomas, inhibiendo la síntesis 

de proteínas y previniendo la queratinización, que en su momento contribuye a la 

alopecia (Reppeto et al., 1988).



Talio y apoptosis 

Como un importante mecanismo de inicio para la deleción celular en 

respuesta a estímulos fisiolpatológicos, la apoptosis (o muerte celular programada) 

puede ser responsable de la muerte neurona¡ durante el metabolismo de agentes 

químicos que estimulan la generación intracelular de las ERO. La evidencia sugiere 

que las ERO, las cuales son generadas en cantidades traza por todas las células 

aeróbicas, pueden tener un papel activo en la mediación de la muerte celular por 

apoptosis, lo cual le confiere a las ERO un carácter tóxico adicional al clásicamente 

aceptado de generar estrés oxidativo: su capacidad de constituirse como 

moléculas de señalización de factores de transcripción pro-apoptóticos. En apoyo a 

esta idea, se ha reportado que los antioxidantes son capaces de bloquear la 

apoptosis, así como de prevenir la muerte celular por la expresión de el Bc12, un 

proto-oncogen al cual se le ha atribuido la capacidad de suprimir las ERO celulares 

(Tsang et al., 1996). 

Adicionalmente, en el SNC, se expresa constitutiva mente el factor NF-KB, 

tanto en neuronas como en glía. Aunque este factor algunas veces se describe 

como un agente de sobrevivencia, más bien constituye una molécula iniciadora 

pro-apoptótica. La liberación de este factor desde el dominio citosólico, donde 

normalmente permanece unido a su proteína de unión citosólica IKB-a, puede 

provocarse por diferentes estímulos, incluyendo el estrés oxidativo, isquemia. 

depositación de 13-amiloide y excitotoxicidad. Una vez que NF-KB es transiocado 

hacia el núcleo, se dispara una cascada de respuestas tóxicas (incluyendo



aquellas relacionadas con la activación de genes apoptóticos específicos), 

conduciendo así hacia la apoptosis y a la destrucción selectiva de neuronas 

(Santamaría et al., 2005). 

Recientemente se ha reportado que el TI" es capaz de inducir la detención 

del ciclo celular y la apoptosis celular en células cultivadas de glioma C6. La 

exposición de estas células al TI' disminuyó la viabilidad celular. Así mismo, la 

incubación de las células a concentraciones pM detuvo la progresión del ciclo 

celular en la fase G(2)/M y causó apoptosis. La detención de G(2)/M fue asociada 

a una disminución en la expresión de la proteína CDK2 y a una desregulación de 

p53 y del inhibidor para CDK p21 (Oip 1). El talio no alteró los niveles de las 

proteínas ciclina A y B; ciclina Dl, 02, y D3; y la expresión de CDK4 en las células 

del glioma 06. La incubación de las células con TI sobre-regula la expresión de las 

proteínas pro-apoptóticas Bad y Apaf y sub-regula la expresión de proteínas anti-

apoptóticas Bcl-xL y Bcl-2. El impedimento de la progresión del ciclo celular puede 

disparar la activación de las vías mitocondriales y cambiar el balance en la familia 

de Bcl-2 a través de los miembros pro-apoptóticos, promoviendo la formación del 

apoptosoma y consecuentemente la apoptosis (Chia et al., 2005). 

No debe dejar de reconocerse que dentro de la complejidad de la 

intoxicación producida por el talio, la peroxidación no es ni el único ni el más 

importante de los factores de daño, pero a manera de resumen se esquematizan 

algunos de los que se conocen hasta la fecha (Figura 15).
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Es evidente que se requieren estudios más detallados tendientes a 

caracterizar los mecanismos de toxicidad del talio en el Sistema Nervioso y la 

participación del estrés oxidativo como mecanismo de daño celular. 

TALIO	Periferia 

BHE 
SNC 

Ti *

Formación de	Alteración	Interferencia	Daño	 Formación complejos	de	 con el potasio	mitoc1ual	de ERO con proteinas	homeostasis 
de calcio

Déficit energético 

Estrés oxidativo	 Activación de factores pro-apoptóticos 

Apoptosis

> Muee Celular 
Necrosis 

Figura 15. Esquema que integra ¡os posibles mecanismos de toxicidad del talio 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 tóxicas para los organismos vivos. 

Este metal es más tóxico para los humanos que el mercurio, cadmio, cobre o zinc y 

ha sido responsable de intoxicaciones accidentales, ocupacionales, intencionales y 

terapéuticas desde su descubrimiento. Su conducta química nos recuerda por un 

lado a los metales 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 

rápidamente transportado a través de rutas acuáticas hacia el ambiente. El talio 

puede ser transferido fácilmente desde los suelos de cosecha y acumularse en los 

alimentos cosechados. Su comportamiento químico y su alto potencial tóxico 

hacen al talio y sus compuestos de particular interés científico y de importancia 

ambiental (Peter y Viraraghavan, 2005). Por ejemplo, la acumulación de talio en los 

grandes lagos debe ser vista con cierta preocupación. Estudios recientes muestran 

que la concentración de talio en las aguas de los grandes agos es generalmente 

más alta que la de cadmio y ocasionalmente excedida a los niveles de omo 

algunas áreas 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 lagos 

sugieren que el riesgo de una intoxicación con talio debido al consumo de pescado 

puede ser más grande que el que generalmente se reconoce (Peter y 

Viraraqhi,/n



Adicionalmente en 2004, Xiao y colaboradores reportaron altas 

concentraciones de talio en Lanmuchang en el suroeste del área Guizhou en 

China; el enriquecimiento del talio en partes comestibles de especies de cosecha 

disminuye en el siguiente orden en el área de estudio: col verde, zanahoria, chile, 

col china, arroz y maíz. El talio en las cosechas es especie-dependiente, 

acentuándose en la col verde por arriba de 500 mg/kg de peso 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 través 

de la cadena alimenticia debido tanto a procesos naturales como a las actividades 

humanas. En términos geoambientales, la planeación apropiada puede ser menos 

costosa que el beneficio de la población. Por ello, es esencial que el patrón de 

distribución del talio sea establecido. El nivel basa¡ de sedimentos, aguas y suelos 

puede proporcionar una guía para el uso seguro de la tierra y servir para minimizar 

o prevenir los casos de intoxicación del talio (Xiao et al., 2004). Sin el 

establecimiento de guías adecuadas y específicas, la intoxicación por talio puede 

alcanzar proporciones epidémicas. 

Debe considerarse que el indice acumulativo de "Chemical abstracts" de 

1995 enlista más de 150 usos y aplicaciones potenciales para el talio y sus 

componentes (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 la contaminación ambiental, afectando a 

diversos organismos que puede ser riesgosa incluso para la salud humana, O) la 

contribución de los depósitos naturales de este elemento que en algunas zonas 

pueden tener mucha importancia, como el caso de China, O) el empleo del metal a 

nivel clínico para pruebas de funcionamiento cardíaco y marcaje tumoral puede 

tener también su contribución para los puntos antes mencionados y que además 

puede ser considerado como "peligroso" tal y como se ha reportado por lqbal et al. 

(2005) donde pacientes que han sido sometidos a diversos procedimientos 

médicos que incluyen el empleo de radioisótopos son detenidos en aeropuertos 

internacionales por dar falsas alarmas en los sistemas de seguridad y finalmente 

E) el mal uso que puede darse a este metal , ya que la deshumanización 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 químicas y biológicas con fines de 

asalto, desmoralización 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).



COMENTARIOS FINALES 

La interpretación del aumento del daño por la peroxidación lipídica cerebral 

acompañado por moderadas alteraciones en antioxidantes endógenos después de 

la administración única de Ti' es simple y significativa: el riesgo potencial de daño 

que puede producirse en el cerebro aún con exposiciones pequeñas y en dosis 

bajas del tóxico. 

El TI induce cambios en los patrones conductuales de ratas los cuales están 

relacionados con la susceptibilidad regional del cerebro al daño oxidativo celular y a 

las alteraciones neuroquímicas. Una exposición única a bajas concentraciones de TI"' 

puede tener modestas pero deletéreas consecuencias para el estado redox del 

cerebro, lo que a su vez puede provocar alteraciones en algunas conductas 

específicas.
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VIII. CONCLUSIONES 

. La administración única de una dosis de talio de 16 mg/kg produjo un 

aumento en la peroxidación de lípidos en Ht, E y Ce 

. Se caracterizó una acumulación homogénea del metal en las regiones 

cerebrales estudiadas después de la administración de dos dosis del tóxico 

(8 y 16 mg/kg), presentando un comportamiento dosis-dependiente. 

• La dosis de 16 mg/kg causó una disminución en los niveles de GSH en E. 

ID La actividad de la SOD-Cu,Zn disminuyó en Ht y E a la dosis más alta de 

talio. 

• Se estableció un patrón hipocinético en los animales intoxicados con la 

dosis de 16 mg/kg de Tl. 

• La dosis de 8 mg/kg demostró ser suficiente para producir cambios en la 

actividad espontánea de los animales por lo que puede sugerirse como la 

adecuada para un bioensayo sensible para evaluar la intoxicación con talio.
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Ahstract 

Thallium (TI ' ) toxictty has been related with the generation of reactive oxygen species (ROS) and oxidative stress (OS) in the 
central nervous system. Smce changes Lfl endogenous antioxidant systems might contribute to acute TI ' -induced OS and neurotox-
icity, tu this study we measured the metal concentration and the levels of lipid peroxidatiort (LP) in different brain regions (hypo-

Ihalamus (HO; cerebellum (Ce); striatum (S); hippocampus (Hc) and frontal cortcx (Cx)) in possible correlanon with (he content of 
reduced glutathione(GSH), the activities of glulathione peroxidase (GPx) and superoxide dismutase(SOD), and (he animal perfor-
mance in behavioral tests, afl evaluated after a single administration of thallium acetate (8 or 16 mg/kg. ip.) to rais. Seven days after 
Tl admrnistration, the metal was homogeneousl y and dose-depcndently accumulated in afl regioris evaluated. LP was increased in 
lit, Ce and S, while GSH was depleted in S. Cu,Zn-SOD activity was also decreased in Ht and S. Al! these changes occurred with 
16 mg/kg dose and al 7 days after treatment, but fol at 1 oc 3 days. In addition, Ti * -treated anima]s exhibited general hypokinesis, 
but no changes were observed in spatial learning. Our ñndings suggcst that a delayed response of the brairi lo T! * may be ihe resuli 
of its residual leveis. Also, despite the regional alterations produced by Ti * in LP and the himited changes in endogenous antioxi-
danis. there is a correlation between the T1-induced oxdative damage ¿md the affected behaviorai tasks. suggesting that. although 

till moderate. TI' evokes neurotoxic patterns under the experimental conditions tested. 
2005 Elsevier Lid. AlI rights reserved. 

Kv¡,, ords Thallium; Oxidative damage: Endogenous antioxidant.: Brain regjons. Neurotoxicit y ; Reactive ox5gen .species. Behavior 
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Foxic patterns elicited hv heavy metais and metal-

tds share a common cascade of events involving reac-

tive oxygen specmes (ROS) formation and oxidative 

stress (OS). Under specilic conditions. these agents in-

duce a pro-oxidant state mu biological s ystems resulting 

tu peroxidation of poiyunsaturated fatty acids. Thc 

bramn is particularly sensitive lo oxidative damage 
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because of its high leveis of unsaturated lipids, as well as 
a high rate of oxidative metabolism (Chevalier eL al., 
1994; Goering ct al., 2002). It is also known that endo-
genous antioxidants constitute a defense against celi 
damage induced by ROS in living systems. These com-
piexes are mainly composed by metabolites such as re-
duced glutathione (GSH), and enzymatic scavengers 
such as superoxide dismutase (SOD) and glutathione 
peroxidase (GPx). Approximately 4-5°/a of oxygen Con-
sumed will form superoxide anions, which can be readily 
dismuted by SOD Lo hydrogen peroxide and singlet oxy-
gen. Hydrogen peroxide is then converted by GPx to 
H 2 0 and 02. GSI-1, consumed during the GPx reaction, 
is converted back to its reduced form by glutathione 
reductase (GR). However, when the production of reac-
tive ox ygen intermediates exceeds the ability oí' the anti-
oxidant 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 toxicity. 

Thallium (TI') is a naturally distributed metal com-
monly found as a mineral compound, as well as in sev-
era[ inorganic salts. T1 can be released into the 
environmcnt from industrial sources such as coa¡-fired 
power plants. smelting operations and cement faetones, 
among others (Galván-Arzate and Santamaría, 1998). 
The most non-occupational sources oí' TI' exposure 
are ihe 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, TI' pro-
duces one of the most complex and serious patterns of 
toxlcity known to humans, involving a wide range of or-
gans and tissues. The severity of symptoms depends on 
ihe time and leve! of exposure, the rate of absorption, 
age and individual susceptibility (Repetto et al., 1998). 
Acute exposure to TI' produces damage in central, 
penipheral, and autonornic nervous systems in humans, 
v.hereas chronic exposure resulis in alteration oí' the 
brain, spinal cord, and peripheral nerves. 

Severa] groups (Hasan and Ah, 1981; Brown et al., 
985: Aoyama et al.. 1988: Galván-Arzate e( al.. 2000) 

have investigated the effects of TI' on lipid penoxidation 
¡,[.P) in various tissues using different schemes of admin-
istration. as well as disiinct animal species. Findings of 
ihese reports have demonstrated that T! toxicity is do-

.eIy related wnh increased ROS forniation, which in 
turn constitute an important nisk factor fon tissue dam-
age and organ dysíunction. However, most of these 
investigations have been performed under chronic or 
iibchronic conditions of TI' adminisration. Moreover, 

inven that cen a single exposure to TI' fon hunians may 
represeni a risk factor for neurotoxicity and since much 
oh ihe consequences oía single acute exposure lo TI' are 
still unknown, more detailed studies are needcd lo ciar-
it\ the precise role of ROS arid OS, hringng special

attention to the early changes occurring in antioxidant 
systems as possible causes of the late toxic íeatures of 
TI'. Therefore, the aim of this study was Lo Investigate 
whether a single systemic administration of Ti'lo rais 
may produce significant changes in the course of days 
in lipid peroxidation as indicator of oxidative damage 
in correlation with alterations in endogenous antioxi-
dant systems, in order to provide further information 
on the relevance of the toxic patterns evoked by this 
metal. In 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. Materlals and methods 

2.1. Animals and Ireatment 

Adult male bred-in-house Wistar rats (250-300 g) 
were used throughout the study (A' = 130). Rats were 
housed 6 per cage and provided with water and Purina 
chow pellets ad libitum. Lighting (12:12 light:dark cy-
cies). temperature (25 ± 3 °C) and humidity (50 ± 10%) 
conditions were maintained constant. AlI expeniments 
were carried out with approval of the Local Bioethics 
Committee. Animals were random}y assigned to difrer-
ent experimental groups and received a single adminis-
tration of thallium acetate at two different doses (8 or 
16 mg/kg ip. dissolved in water). Additional groups of 
rats were administered with similar volumes of deion-
ized water as vehicle and considered as contno!s. One, 
3 and 7 days after TI' administration, rats were kifled 
by decapitation and thein brains were rapidly removed 
anid placed on lee. Five regions were dissected according 
to the method described by Glowinski and Ivensen 
(1966): hypothalamus (Ho. cerebeilum (Ce), frontal cor-
tex (Cx), hippocampus (He) and striatum (S). 

These negions were selected on the basis of pnevious 
works demonstrating their selective vulnerability to the 
noxious effects of TI' and capability to accumuiate ihe 
metal (Rios et al.. 1989: Galván-Arzate et al . 2000). as 
well as their weII-known susceptibiiitv to oxidative stress 
(reported elsewhere). 

Tissue samples were then stored at -75°C untO pro-
cessed fon each experimental purpose. Animals used fon 
hehavioral purposes were simiiani y administered with 
TI 4 or vehicle and maintained alive untO the correspond-
ing tests were performed. 

2.2. T)ialliunj anal rsrs 

Tissue sainples wene digested tu 0.	.0 ml o) concen 
trated F(NO Suprapui 'v1erck, Me\ieo (u y ). h,uiidlej



S. Ga/rán-Arza:e el al / Foad and (henucal Idxicologv 43 (2005) 1037-1045
	

039 

and analyzed as previously described (Ríos and Galván-
Arzate, 1998) using graphite furnace atomic absorption 
spectrophotometry. A Perkin-Elmer 3110 spectropho-
tometer with HGA 600 graphite furnace and AS-60 
autosampler (Perkin-Elmer Co., Norwalk, CT) and a 
TI hollow cathode Iamp (276.8 nm wavelength and slit 
0.7 nm) were used. Continuous nitrogen flow (10 mi/ 
mm) served as the purge gas for ah analysis. Results 
vere expressed as jig of T1 per g of wet tissue. 

2.3. Assay of hpidfluorescent producis 

The formation of lipid-soluble tIuorescent products 
was measured by ihe technique originally described by 
]nggs and Willmore (1984) and modifled by Santamaría 
and Ríos (1993), using a luminescence spectrometer 
LSSOB (Perkin-Elmer, Co., Norwalk, CT) at 370 nm 
ol excitation and 430 nm of emission wavelengths. 
Briefly, tissue samples were homogenized in 3 ml of ster-
ile salme. One-mi aliquots were then added to 4 ml of a 
chloroform-methanol mixture (2:1, y/y ). After vortexing 
(lO s), the mixture was ice-cooled for 30 min Lo allow 
phase separation arid the fluorescence of the chloroform 
ayer was measured. The scnsitivity of equipment was 

adjusted to 300 units of fluorescence with a quinine stan-
dard solution (0.1 .tg/ml). Resu]ts were expressed as 
units of relative fluorescence intensity per mg of protein. 

2.4 Fluorometric assa,i' of reduced glutaihione (GSH) 

For measurement of GSH leveis, we used a method 
previously described by Hissin and Hilf (1976). Briefly, 
tissue samples were homogenized in 3.75 ml EDTA-
phosphate buffer (pH 8.0) plus 1 ml HP0 3 (25). 
Flomogenates were centrifuged at 3000 x g for 15 mm 
and supernatants were separated. Five hundred iii ol' 
supernatant aliquots were added to 4.5 ml of phosphate 
buffer plus 100 .d of o-phthalaldehyde (OPA). The mix-
tures were incubated at room temperature for 15 miii 
and their fluoresceni signals were recorded iii ihe ]unii-
nescence spectroineter aL 420 nm of emission and 
350 nm of excitation wavelengths. Final results were ex-
p: essed as p.g GSH per mg of protein. 

2.5. Measureineni oJ glutathionc peroxidase (GPx) 
t( 1/VII) 

GPx activity was determined by a method based on 
tOe non-enzymatic oxidation of reduced glutaihione 
tUSH) previously ieported by Hafeman el al. (1974) 
aud modified by us (Rodriguez-Martínez ci al.. 2000: 
S.ntamaria e( al.. 2003h). Tissue samples were homoge-
nized ni phosphate buffer (pl-{ 7.4). Aliquots (30 01) were 
incubated at 37 °C iii 0.4 M sodium phosphate buffer 
pH 7.0) also containing 0.4 mM EDTA, 2.0 mM GSH 

and 0.01 M NaN (final voluine 2.0 ml ) . Aftcr 5 mio.

1 ml of 1.25 mM H 207 was added to the incubation 
medium, and 3 min later, 1 ml of the mixture was re-
moved and added to 4.0 ml of metaphosphoric acid. 
Samples were centrifuged at 1500 x g for 15 min and 
supernatants (1 m]) were added to phosphate buffer 
(pH 7.0) plus EDTA also containing 0.5 ml 5,5-dithi-
obis-2-nitrobenzoic acid (DTNB). Optical density was 
determined at 512 nm in a Perkin-Elmer Lambda 20 
spectrometer 2 min after the addition of DTNB. A stan-
dard curve was constructed using increasing concentra-
tions of GSH + phosphate buffer/EDTA + DTNB. An 
enzyme unit of activity was defined as a 50% decrease 
oí' GSH per 60 min after (he decrease in GSH from 
the non-enzymatic reaction had been subtracted. Results 
were expressed as Units of activity per mg of protein. 

2.6. Measurernení of superoxide dismutase (SOD) 
activily 

Total SOD activity in tissue samples vas assayed 
spectrophotomet rica] ly (560 nm) by a method previ-
ously reported (Pedraza-Chaverri et al., 2000b) using 
nitroblue tetrazolium as ihe indicator reagent. To mea-
sure manganese-SOD (Mn-SOD), copper.zinc-SOD 
(Cu,Zn-SOD) was inhibited with diethylditi oca rbamic 
acid (Pedraza-Chaverrí el al., 2000h). Results were ex-
pressed as Units of activit y per mg of protein. 

2.7. Western hlotJiir SOD 

Tissue samples were homogcnized in 50 mM phos-
phate buffer (pH 7.4) with protease inhibitors. Homo-
genates were centrifuged at 1000 x g and 4 I C for 
10 mm. Twenty-five sg oí' protein were fractionated al 
100 y on a 12.5% sodium dodeci sulfate (SDS) polyc-
rylamide gel with a 5V stacking gel in SDS-Tris glycine 
running buffer, and then electroblotted to a nitrocellu-
lose membrane. Immunodetection was performed using 
specmfic primary antibodies against Mn-SOD or Cu,Zn-
SOD. Hybrids were visualized by chemiluminescence, 
using an ECL detection system, and then, the densito-
metrmc anal ysis was performed according to previous 
reports (Ped raza -Ch ave irí el al.. 2000a.h: Santaniaria 
ci al.. 2003a). 

2.8. Proieiii ,neasurenment 

Protemn content in Lissue saniples í'roni all experiments 
was rneasured by tOe Folio and ('iocalteus phenol 

M.o. agent (SIGMA Chemical Co.. St. Louis, O. VSA) 
(Lowry ci al.. 1951). 

2.9. Water nia:e les! 

Thc water maze behavioral test rcpresents .1 su0-

able tool l'or monitor/ng spatial learnn)z Stewar: ,ti:d
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study were evident only 7 days after TI' administratiort. 
we present data on the brain leveis of TI -" only at 7 days 
after treatment. TI -' distribution among alI brain regions 
analyzed from control, 8 and 16 mg/kg TI'-treated rats 
is show in Fig. 1. No significant leveis of TI' were de-
tected in brain regions from control rats. In contrast. 
alI regions analyzed exhibited dose-dependent increased 
TI' concentrations after 8 and 16 mg/kg TI' administra-
tion lo rats when compared with controls and between 
them (56% in HL. 49% in Ce, 61% in S, 60% in He and 
29% in Cx, percentages of increase when comparing 16 
Vs. 8 mg/kg doses). No statistical differences were found 
in TI' distribution among regions from 8-mg/kg treated 
rats, nor from 16-mg/kg treated rats. 

3.2. Lipid peroxidation 

Fig. 2 shows the effect of thallium (8 and 16 rnglkg) 
on LP in different rat brain regions at 7 days after TI' 
administration. No significant changes in regional LP 
were observed at 1 (data not shown), flor at 3 days (data 
not shown) after T1 administration, when compared 
with control leveis. Regarding the experimenis lasting 
7 days, the order of basal levels of LP was as foliows: 
Cx <Ce < S < Hc < Ht. 16 mg/kg dose of T1 signifi-
cantly increased LP in lIt (215%), Ce (85%) and S 
(112%) when compared with control. 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. 

3.3. GSH Ievels 

The levels of GSH in dilTerent brain regions from 
control and Tl t trealed rats aL 7 days after TI' adminis-
tration are shown in Fig. 3. No significant changes in 

E1J Control 
. 8 mg/kg 

se	St.	16mg/kg 

1	ñI 
l-lc	Cx 

Brain rogions 

!ig 1 E8eci o) iliallium (1 1 on ms bramo regional Conccntranom 
Rs ui received either water as 'ch de (con ints) oc a in g le md vi ni a - 
non of thalluum acetate (8 oc 16 mg/kg. ip,). Seven days laicr. ,,niniIs 
lrom afl groups were sacrificed and ihe follownsg bi din regions weme 
ohtamned- h ypothalanius (Hl). cerebellurn )Ce), striatuni (Si. Hippm. 
campus (tic) and cortes (Cx). TI' conucnts were mneasured b' atonlid 
absorpiiati spectrophotometrv Mean s,dues ± SEM oí 1' vaLs pvr 
group are presented. (P <0.05) ami Ap < 0.))!) are differençes from 
control: 5(P <0.05) and '(P <0.01) are dilterences of 16 msikg froni 
8 mg/k g doses (one .wa y ANO VA fo!omsed hv fukess test) 
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Morris, 1993). We performed our behavioral experiments 
according Lo those parameters previously reported by 
Castillo el al. (2002). Briefly, we used a 2-m-diameter 
pool with 40 cm-side walis tilled with milk-opaque water 
(25 °C). The pool also 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 oí' 
ihe pool quadrants. Room conditions and the position 
of the observer were always the same. Seven days 
after TI' administration (one day after habituation), 
four tria]s were given lo each animal. Performance was 
evaluated through three dilTerent parameters: escape 
latency, number of failures Lo reach the platfornilnum-
ber of trials and number of times crossing the tankl 
mm. Animals were placed on the water surface facing 
the wall of the pool at random locations. The escape la-
tency was evaluated by registering the time needed lo 
reach ihe platform. Al the end of each trial, rats were al-
lowed to stay 30 s on the platform before the next trial. 
A failure was scored for those animais unable lo reach 
the platform in 300 s. A crossing was scored when rats 
abandoned the point were they were originall y placed 
lo reach another wall of the pool. 

2.10. Sponíaneous ,novements les! 

Rats were tested for motor activity using an auto-
mated system (Electronic Motility Meter 40Fc; Motron 
Products, Stockholm, Sweden). Seven days after T1 
administration (one day after habituation), animals were 
individually placed in a clear acrylic hox cage, and then 
the horizontal and vertical movements (rearing up onto 
their back legs), as well as the ambulatorv movements 
were all automatically recorded for one single 60 mm 
session for each rat. Results were expressed the total 
number of movements per 60 mm. 

2 H. Siatistical ana/'.ris 

Afi results are presented as mean ± SEM. Except for 
the data ohtained from behavioral tests (analyzed by 
non-parametrlc mcans), all other rcsults were analyzed 
by one way analysis of variance (ANOVA) followed 
0v Tukev's test for muhtiple comparisons. Values oí' 
1' < 0.05 were considrcd statisiically significant. 

3. Results 

3. 1 jiallju,n conten! 

Since Wc have previously reported changes in the 
hr:itn regional hevels of TI from TI'-treated rats aL dif-
k, rent times after a single dose administration of the 
metal Rios et al., 19,q9), and also considering thai the 

iaiu.mcs ahscm	in offier markcrs evaluated in this
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Fig. 2. Efl'ect of thallium (T1) on Ihe regional lipid peroxidation (LP). 
Rata received either water as vehicle (controis) or a single administra-
tion of thallium acetate (8 or 16 mgfkg, i.p.). Seven days later, animals 
froni alt groups were sacrificed and thc following brain regions were 
oblained: hypoihalamus (HO. cerebellum (Ce). striatum (S), Hippo-
campus (He) and cortex (Cx) LP was measured in brain regions by a 

tluorometric method. Mean values ± SEM oí 6 rats per group are 
presented. '( P < 0.05) and (P <0.01) are differenccs from control: 
(P <005) and a(P <0.01) are differences oí 16 mg/kg trom 8 mg/kg 

doses one-say ANOVA falloued b y Tukeys test).

The brain regional activity, of Cu,Zn-SOD from Con-

trol and Tlvtreated rats measured 7 days after Ti* 

adrninistration is shown in Fig. 4. No signiíicant 

changes iii Cu,Zn-SOD activity were found at 1 (data 

not shown), nor at 3 days (data not shown) after TI 

administration. In addition, nor total SOD, neither 

Mn-SOD activities are presented since the changes oh-

served in the first were entirely due to the Cu,Zn-SOD 

form, as Mn-SOD exhibited no alterations in its activity 

at all times tested (1. 3 and 7 days). 

Basal leveis of Cu,Zn-SOD activity were found in the 

foliowing order: Ce < Ht <Cx < He < S. Significant 

changes in Cu,Zn-SOD activity from TV-treated rats 

were found only in Ht and S at 16 mg/kg dose (-25/ 
and _30%, respectively) when compared with control 
values. 

3.6. SOD expre.rsion 

The expression of both isofornis of SOD was evalu-

ated 7 days after TI' administration as an additiona] 

mdcx of possible changes in this antioxidant system. 

However, the contents of Mn-SOD and Cu,Zn-SOD in 
alI brain regions analyzed from Tl ttreated rats remairi 

unchanged when compared with their respective con-
trols (dala not shown), as evidenced by densitometric 

analysis of the corresponding blota. 

Eig, 3. Efleci of lhallium (1 1) os Ihe brain regional corileni oí 
reduced gIutilhione (GSI-l). Thallium acetate was administered ip. lo 
rais as twa different doses (8 or 16 mg/kg). Seven days later, animais 
1: orn ah groups were sarificed and their brain regions were disaected. 
GSH was measured in brain regions by a fluorometric method. Mean 

ilues ± SEM nf O rais per group are presetiled "( P < 0 -05) are 
fteiet;ce liom canto) 1 ane- n a ANO VA fol Iowa.) hv Tukey s test) 

GSI 1 regional leveis were found at 1 (data not shown), 

flor al 3 days (data not shown) after TV administration 
when compared with control values. Regarding the 

c\perinients lasting 7 days, the order of basal GSH lev-
ds in all regions tested was Ce < Hc < Cx < Fit < S 
(iSFI vas stgnificantly decreased only in S ( -22/0 at 
16 mg/kg dose when compared with control leveis. No 

other dtfferences were found. 

- 4 (f). (IC!it'i!' 

The effect 0fTl on he brain regional activity ofGPx 
w:ts measured al 1. 3 and 7 days aíter ita svsternic 

administration. The order oí' baseline values of GPx 
:lCllVIty at al) times tested v. ,as as follows: ('e < S < 

Cx < Hl < He. 'TI' liad no signiticani clTccts ¡o (iPx

3. 7. Spaua/ /earliJg 

None of the skills tested mu spatmal Iearnmu g ¡ti 

TI' treated rats by the use of ihe water maze showed 

Ht	Ce	S	Mc	C  

erain regions 

Fig. 4. Effect of thalhium (FI') on lOe tirain rezioii.iI at y :c. 

Cu.Zn-superoxmde dismutase (Cu,Zn-SOD). Thalhtum acezare ni, 

administered mp. to rats al two different doses (8 or 1 6 mg/k g i. dii,t 

days later. antmals from al! groups \ere sacriheed and thai 
regtons were disaected. Cu.Zn-SOD actiS lv ssas measured bs 

spectropliotometrte incthod. Mean valucs ± SEM oí 6 rius peí gruir-
are presented. '(P <0.05) are differences from control, "(l'<() 05 
diffcrences of 16 me/kg froni 8 mglkg dose 1 )tlCW.l\ A Nl r\ .-\ 
to)lowed hs iiike s lesI 1
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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 
numbei of failures to reach the platfornt./number of Irí-
ais or the number of times crossing the tank/min. re-
sulted aftected by T1 administration to rats (data not 
shown). 

3 S. Locomotor spontaneous activity

values, whereas the vertical movements were found 
decreased in 56% and 64%, respectively. Arnbulatorv 
activity was also decreased in 38% and 41%, respectiveLy. 

4. Discussion 

4. 1. Thallium, lipid peroxidation and endogenous 
antioxidants 

Three locomotor variables were recorded la TI'- Findings of this work demonstrate that a single admin-
treated rats 7 days after its administration: horizontal, istration ofTI	to rats resulted in homogeneous and dose-
vertical and ambulatory movements. The frequency dependent accumulation of this metal in all regions eval-
counts revealed that TI', at both doses tested, produced uated at seven days after the exposure. The homogeneous 
a significant decrease in locomotor activit y from all the distribution ofTl	suggest that most of thc metal has been 
variables evaluated (Fig. 6). The frequcncy of horizontal excreted in the course ofdays, and so, any early differen-
movements was reduced in 28% and 27% by 8 and 16 mgI tial distribution might be masked by the elimination 
kg doses, respectively, when compared with control phase, as we have previously discussed for a subchronic 

scheme of administration (Galván-Arzate et al.. 2000). 
150 Our results also suggest a delayed toxic effect of the metal 

in the brain both la terms of oxidative damage (LP) and 
moderate changes in endogenous antioxidants. but these TI changes were evident only al the higher dose tested and 

100 up lo 7 days after TI' injection to rats. Thus, we sugges 
e'	c that this delayed response may be the result of residual 

levels of T1	in the brain.	Nevertheless, the regional 

so- selectivily la the observed changes (specially those of 

e, LP. GSH and Cu,Zn-SOD activity) affecting S. Ht and 
Ce, might be reflecting a preferential accumulation of 
the toxicant in these regions during the early stages of 
exposure in what it seems to be a late toxic effect of TI. 

Control	 8 mgflig	16 mg/kg
given the evidence that a differential regional distribution 

lis	5.	Sp.ittal learning skills in aninsais administered wob TI. Rais of TI' already occurs in the course of few days after its 
icceised either water as vehicle (Control) or a single adnsinistration of administration (Ríos el al., 1989). 
halhum acelate (8 or 16 mg/kg. ip.). Seven days later, animais [ron, In addition, both TI	brain leveis and LP responded sil groups were challenged in a water maze testing. Mean escape 

!atency is shown.	Mean values ± SEM	of 6 rats per group are in a dose-dependent manner. Moreover, as LP demon- 
presented.	Data	were	analyzed	by,	Kruskal-Wallis	ANOVA.No strates the regional deleterious effects produced after 
taI,st,cal differences ainong groups were íound. ROS formation by TI' exposure, these changes are 

likely to be related with a variety of region-by-region po-

4000
tential mechanisms such as those previously inentioned -

1 -.
Control by Brown el al. (1985): a lipid component sensitivc to 
8 mg/kg TI* which triggers LP, or differentiai protective proper-
16 mg/kg Lies of each region. 

o o 2000
The presented evidence that S resulted the most af- 

E 1
fected region of all lo the btochemical markers e aluated 0 OC

1000

1 

1 reveals a particular vulncrahility of such a brain region 
- 1 lo the toxic effects of the metal, a quite relevant finding 

in light of the integrative neurochemical and hehavioral 
Horizontal	Vertical	Ambuiatory íunctions of this region, and such a vulnerabihtv of S lo 

H g	6.	Et1ci oí thalhuns (Ti*) no isorizonial, vet ucd aisd	inibulatory LP is consistent with that of a previous report o! Brown 
iclivities	Rats received either water as vehicie (controls) nr a single el al. (1985) and others (llasan and Ah, 1981.  Galván. 
idministration of thallium acetate (8 m	16 mg/kg. ip.). Seven days Arzate el al., 2000). However, the modetate chances 
later.	,,n,niais	from	afl	groups were challen ged	during 6/Jrnin	for that Ti	produced in general terms on thesc markers 
spontaneous noovenients through an a utomated Elcctronic Motility 

1 ja other regions (except for S and Ho) at ah limes tested. Meter 4OFc boa equtpment. Mean values	SEM of 6 rats per group 
are presented. 'IP < 005) are differences from control: well ..shb.açk of chngef5	cxpression, still 
ANOVA folIowed by Man . Whitneys U SCSI.	.	........

..t.,' 
'	 rponse of thrs to ihe moderate 

:CHY;)
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toxic insuit that a single TI' administration represents, 
leading us to hypothesize that, under the conditions em-
ployed in this work, the brain probabiy still do not 
'compromise" man y of its antioxidant systems te face 
the toxicant effects. Thus, it seems that 7 days after the 
single administration of Ti represent only the 'begin-
ning" in (he expression of residual TI' toxicity, an issue 
deserving further investigation. 

lnterestingly, another region resulting susceptible to 
LP was Ht, which was in corretation with its decreased 
Cu,Zn-SOD activity. We suggest that the vulnerability 
f Ht to ROS could be, at least partially, the result of 

an evident lack oí' blood–brain barrier (Ríos el al.. 
1989: Galván-Arzate and Ríos, 1994), which makes it 
more sensitive to the free crossing of all kind of toxic 
niolecules and metabolites.In contrast, (he explanation 
lor ihose Icss affected regions by TI' might be related 
with the elfectiveness of their weli-preserved antioxidants 
and/or, in the particular case of Cx, its proved tendency 
to accumulate Iess TI 4 duririg the íirst stages of exposure 
Ríos et al., 1989: Gaiván-Arzate and Ríos, 1994). 

Different groups (including our own) have discussed 
thc role of ROS formation and OS in different tissues ex-
posed to TI 4 (Hasan and Al¡, 1981: Brown et al., 1985: 
Ao y ama e( al., 1988: Galván-Arzale et al., 2000), as well 
as the potential imphication of affected antioxidant sys-
tems (Hasan and Ah, 1981) for Tl*induced toxicity 
under different schemes of administration and in distinct 
animal species. Resuits froni these studies have shown 
that TI'-induced tissue damage and organ dysfunction 
are closely rehated with oxidative damage. For instance, 
important dose-dependent correlations between LP, 
changes in behavioral patterns and the activation of 
beta-galactoside (as an índex of neurotoxicity) in se-
lected brain regions, have been reported by Brown 
et al. (1985), suggesting a regional susceptibility to the 
etfects of ihis metal. Moreover, non-protein sulfhydryls 
have heen reported as indicators of GSH levels as well 
as GPx activity in hamster kidne y and liver after TI 
exposure, ernphasizing the redox alterations produced 
h this metal once Into the bod' (Aoama el al.. 
¡988). Furthermore, an important contrihution to the 
understanding of the toxic effects that T] exerts un 
memhrane lipids has been recently achieved by Villav-
'rde and Verstraeten (2003), through the demonstration 
that the metal mercases the membrane surface poteritial, 
changes ihe membrane fluidity and prornotes the re-
arrangemeni of lipids. and ¿iii these features may signil'-
icantI atieci the rieural ccli slructurc and function, thus 
contributin g Lo neurotoxicily Therefore, the meaning of 
enhanced brain lipid oxidative damage even accompa-
nied b y moderate alterations in endogenous antioxi-
dants after a single administration of T1 is yet simple 
and signilicant: the potential risk that even short expo-
sures to Low doses of the toxicant may evoke in the ner-
VOUS 5VStClfl.

4.2. Thallium, oxidajive du,nuge and behavior 

The lack of changes observed in (he different parani-
eters of spatial learning evaluated in this study by the 
water maze device suggest no effect of a single TI' 
administration te rats ab both doses tested, thus imply-
ing that major neurotransmitter systems related with 
learning functions of the brain still remain, at this point, 
unaifected by the toxicaru. Since the changes in navbga-
tion tasks monitored during the Morris water maze test 
in severa] other reports have been commonly related 
with hippocampal Iesions through the alteration of neu-
rotransmitter pathways (j.c., chohinergic and serotoner-
gic systems) produced by different toxins (Castillo 
el al., 2002), it is likely that the single administration 
of TI" te rats produced no important neurochemical 
changes in this region as it resulted unaifected by TI' 
in those biochemical parameters of oxidative damage. 
In contrast, locomotor activity evaluated through an 
automated EMM system (equivalent to an open-fleld 
testing) resulted in hypokinetic behavioral patterns in 
T1 4 -treated animais, evidenced as decreased horizontal, 
vertical and ambulatory movements. Locomotor deficits 
are indicative of affected integrative functions in the 
CNS mainly as a result of cellular damage al cortical, 
striatah and cerebellar leveis. At the experimental 
conditions employed in' this study, both 5 and Ce 
resulted affected by lipid peroxidation, resembling the 
susceptibility of these two regions lo oxidative damage 
produced by TI' previously reported by Brown et al. 
(1985), and thus giving support te a correlation between 
selective regional oxidative damage and altered behav-
ioral patterns. Moreover, this akinesia-like (hypoactiv-
ity) pattern has been demonstrated to vary and be 
easily turned into hyperactivity—and vice versa—in 
excitotoxic modeis evaluating locomotor activity (Bor-
longan et al., 1997), and these changes depend on the 
manipuiation of the systemic injections of the toxins cm-
ployed and its schedules, suggesting that these dual 
changes jo behavior may result from the progression 
of different siages of activitv. Therefore, despite the tael 
that the observed hehavioral deficits in TI'-treated ani-
mals is indicative of certain level oh ccli damage or aher-
ations of specific neurochemical pathways, thc question 
oí' whether the hypokinetic pattern ehicited se'eii days 
after a single administration oí' the metal is a first stage 
of toxicity or is merely ihe result of the progression from 
a preliminarv hyperkinetíc stage (no( evaluated in this 
work) remains to he explored in further studies. Fur-
thermore, in a remarkably comptex and welh-designed 
study. Brown ct ah. (1985) described changes in hehav-
joral paIleros in T1-treated rats when compared with 
control animals. These authors reported that, "..after 
thallium, although the overali frequency of occurrences 
of activitv clements increases, the structure of the behav-
ior paIlero generally decreases (i e., hehavior hecomes
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more random).' They considered behavioral compo-

nents such as grooming, exploratory and attention, 

being one of the most significant finding the one con-
eerning the Ioss in structure of exploratorv behavior, 

in association with neurochemical changes and oxidative 

damage in the brainstem and cerebellum. We therefore 

hypothesize that the hypoactivity found in the animais 

treated with a single Titadministration rnight 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 wtth Ti' during 6 days 

at a similar dose. Nevertheless, although the behavioral 

pararneters evaluated by Brown's group do not precisely 

parallels those that we found in Tl 4 treated anirnais 

(probably due lo the nature of the tests employed and 

the schedule of TI' administration), a major common 

conclusion can be achieved frorn both reports: TI' in-

duces changes in behaviora] patterns in rats which are 

related with the regional susceptibility of the brain lo 
oxidative ceil darnage and neurochernical alterations. 

4.3. Final reniarks 

This study describes sorne oxidative events probably 

accounting for TI' toxicity, providing sorne evidences 

of the involvement of free radical formation on the 

carly regional alterations of antioxidants tu the brain. 

Since many reports in the literature have on[y investi-

gated the effects of TI' at higher doses or under 

subchronic or chronic schernes of administration, our 

findings on T1 4 -induced alterations after a single 

administration, although yet moderate. becornes rele-

vant. We therefore conclude that, even a single expo-

sure lo Iow concentrations of TI' may have lirnited 

but deleteríous corisequences íor brain redox status, 
which in eurn may evoke alterations in sorne specific 

behavioral tasks. Other neurochemical rnodifications 

produced by TI' through metabolie and/or molecular 

eclI disruption in the brain remain ¡o be tested in 

Íurther studies under the present and other experimen-
tal COhlditiOt)S. 
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