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RESUMEN

El talio es un metal que a menudo se usa en la industria cementera, optica,
joyeria, electrénica y fotografia. Es por lo tanto, un toxico ambiental. Estudios in vitro
e in vivo han mostrado que el ion talio (TI") produce cambios en las especies
reactivas (ER) y en la peroxidacion de lipidos (LP), y altera los sistemas de defensa
antioxidante. Se conoce que el TI" ingresa al cerebro después de su administracion
sistétmica a través de los canales de potasio para incrementar la excitabilidad
neuronal, pero hasta ahora, la posible regla de la transmision glutamatérgica en este
evento no ha sido investigada. En este trabajo, se evalu6 el efecto del pretratamiento
con MK-801 (dizocilpina, conocido antagonista al NMDAr) sobre la toxicidad inducida
por el acetato de talio (32 mg/Kg, 24 h) que induce LP, reduccion de la actividad de
glutation (GSH), glutation peroxidasa (GPx) y cambios en la proteina acida fibrilar
glial (GFAP), asi como en la actividad de caspasa 3 y 9 en diferentes regiones
cerebrales de la rata: Corteza (Cx), cerebelo (Ce), hipocampo (Hp), hipotalamo (Ht) y
estriado (S). La actividad motora fue estimulada por TI*. Los resultados mostraron
que el MK-801 atenu6 la LP inducida por TI" en el S, Hp y Ce, y se preservo el
balance entre GSH/GSSG en algunas regiones. Los cambios de la actividad motora
(movimientos horizontales) fueron atenuados por MK-801, el cudl disminuy6 el
GFAP, la immunoreactividad de las caspasas 3 y 9 producida por el téxico. Estos
hallazgos sugieren que la transmision glutamatérgica via NMDAr podria estar
involucrada en la modulacién de la actividad redox en las regiones cerebrales las

ratas después de la administracion de TI".
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Palabras clave: Talio, NMDA, MK-801, Regiones cerebrales, Excitotoxicidad, GSH,
Apoptosis, Peroxidacion de lipidos, Actividad locomotriz.
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ABSTRACT

Thallium is a heavy metal often used in cement, optical items, jewelry,
electronic and photographic industries. It is therefore, an environmental toxicant. In
vitro and vivo studies have shown that thallium ion (TI+) produces changes in reactive
oxygen species (ROS) and lipid peroxidation, and alters antioxidant defense systems.
It is known that Tl+ can enter the brain after its systemic injection through potassium
channels to increase neuronal excitation, but until now, the possible role of
glutamatergic transmission in this event has been not investigated. In this work, we
evaluated the effect of MK-801 (dizocilpine, a well-known N-methyl-D-Aspartate
(NMDA) receptor antagonist) on thallium acetate (32 mg/Kg for 24 hours) induced
lipid peroxidation, reduced glutathione (GSH), glutathione peroxidase (GPx) activity
and changes in glial fibrillary acidic protein (GFAP), as well as caspase 3 and 9
activities in different rat brain regions: Cortex (Cx), cerebellum (Ce), hippocampus
(Hp), hypothalamus (Ht) y striatum (S). Locomotor activity and several toxic endpoints
were stimulated by TI+. Our results show that MK-801 attenuated TI+-induced lipid
peroxidation in the S, Hp and Ce, and preserved the GSH/GSSH balance in some
regions. Changes in locomotor activity (horizontal movements) were attenuated by
MK-801, which also decreased the GFAP, caspase 3 and caspase 9
immunoreactivities produced by toxicant. Our findings suggest that glutamatergic
transmission via NMDA receptors might be involved in the modulation of the regional
brain redox activity altered by Tl+ administration to rats.
Keywords: Thallium, NMDA, MK-801, Brain regions, Excitotoxicity, GSH, Apoptosis,

Lipid peroxidation, Locomotor Activity,
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes
1.1.1 Generalidades de talio
El talio (TI") es un metal pesado que fue descubierto en 1861 por William
Crookes; su nombre deriva de la linea espectral verde con la cual fue inicialmente
identificado como elemento. Sus propiedades fisicas y quimicas se representan en la

tabla 1 (Nriagu, 1998).

TABLA 1

PROPIEDADES VALOR
NUumero atbmico 81
Masa atomica 204.37
Afinidad electrénica 20
Punto de fusién (K) 577
Punto de ebullicion (K) 1746
Densidad (g/cc) 11.85

Conductividad termal a 300K (W/mK) 46.1

Electronegatividad TI"1.62 TI** 2.04
Radio atémico (A) 1.704

Insaboro

Inodoro

Incoloro
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1.1.2. Usos de talio

A principios del siglo XX el TI" fue usado para el tratamiento de la sifilis, para
reducir la sudoracion nocturna de pacientes con tuberculosis y la malaria, asi como
raticida e insecticida a partir de 1920 y durante 25 afios (Nriagu, 1998).
Posteriormente como agente de depilacion y como fungicida (Galvan-Arzate y
Santamaria, 1998).

En la actualidad, los iones de TI' muestran excelentes propiedades de
resonancia magnética y se usa como una prueba para estimular funciones biolégicas
de iones alcalinos, especificamente de K*y Na*. El uso del TI*** se introdujo a partir
de 1970 para la imagen de perfusion de miocardio y en la deteccién de tumores
(Otsuka et al., 2009; Pagnanelli y Basso, 2010).

Otros usos del metal incluyen la fabricacion de joyeria de fantasia,
termémetros de baja temperatura, semiconductores, contadores de centello para
cuantificacion de radioactividad y en la fabricacion de lentes (Melcher, 2000; Galvan-

Arzate y Santamaria, 1998).

1.1.3. Efecto de talio sobre salud publica y medio ambiente

El TI" es considerado como un metal mas téxico que el mercurio, el cadmio, el
plomo, el cobre o el zinc, y es responsable de toxicidad accidental, ocupacional o
ambiental en los humanos. Los principales sintomas producidos por este metal
incluyen vomito, diarrea, pérdida de cabello y efectos en el SNC, corazon, higado y
rion; estos sintomas se presentan dependiendo de la dosis del metal, pudiendo

llegar a causar la muerte (Hammouri et al., 2011; Mulkey y Oehme 1993). Los
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sintomas asociados a la intoxicacion cronica por TI™ incluyen anorexia, cefalea y
dolor abdominal. En casos extremos también se observan alopecia y lineas blancas
paralelas en las ufias conocidas como lineas de Mees (Lu et al., 2007).

Varios reportes describen los efectos de la contaminacion por TI" en los
grandes lagos de Canada y Estados Unidos, y se ha encontrado que el metal esta en
altas concentraciones en tejidos de peces (Nriagu, 1998), y también en los rios
asociados a minas en China (Peter y Viraraghavan, 2005). El agua de riego que
contiene TI" es llevada a la agricultura y las plantas, las cuales toman el metal por las
raices y el follaje. En la regidn Europea (Alemania, Republica Checa, Polonia y
Francia) la concentracioén de TI" es de 0.5 mg/Kg en las plantas (Heim et al., 2002;
Tremel et al., 1997), mientras que en China el rango de concentracion del metal se
encuentra entre 40 a 124 mg/Kg en los suelos (Xiao et al., 2004). Estas altas
concentraciones del metal han provocado en la poblacibn humana de China un
severo cuadro de talio-toxicosis por su ingesta a través del agua y las verduras
contaminadas (Li et al., 2012).

En Japoén los rangos de concentracion de TI son bajos en rios (7.2 ng/L) y
lagos (25.3 ng/L) (Miyazaki et al.,, 2012). En los estuarios de Inglaterra la
concentracion del metal en el sedimento es de 500 ug/Kg, para macro algas es de
30 pg/Kg, y el contenido de TI" en algunos invertebrados (poliquetos y moluscos
bivalvos) es de 10 pg/Kg, lo que evidencia un amplio monitoreo de dichas aguas
(Turner et al., 2013).

Actualmente, en China se realizé un estudio (214 casos y 612 controles) para

la medicion de la concentracion de TI* en la orina en mujeres embarazadas, la cual
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se correlaciona con el bajo peso en los recién nacidos, considerado al metal como un
factor de riesgo (Xia et al., 2015).

En Torreén, México, se determind el contenido de TI" (2.1 ng / ml) y otros
metales (Pb**, Cd** y As®*) en orina (0.2 pg/g creatinina) de nifios y adolescentes.
Los resultados mostraron que el aumento en la concentracién de estos metales son
un factor de riesgo en la poblacion que habita cerca de la fundidora (Garcia-Vargas
et al., 2014; Zamoiski, 2014). A pesar de que México es un pais minero, no se han
realizado estudios que demuestren la existencia de contaminacién ambiental debida
al TI" en dichas zonas.

Por todo lo anterior, seria muy relevante monitorear las masas de agua que
son dirigidas para consumo humano y para riego, debido a que al paso de los afios
se ha observado un incremento importante en la concentracién de TI* en los rios,
estuarios y lagos cercanos a minas, generando intoxicacion por el metal en los seres
ViVos.

A nivel ambiental, el TI" ha reflejado ser un factor de riesgo en la salud
humana, por lo tanto es importante prevenir en nuestro pais; el control de emisiones

de fundidoras, considerando la gran movilidad y toxicidad del metal.

1.1.4 Similitudes entre el mecanismo de accion del talio y el potasio (k")

El principal mecanismo para explicar la toxicidad de TI* hasta ahora es a
través de la capacidad que tiene el metal para mimetizar a los iones de K* debido a
que éstos poseen la misma carga y un radio i6nico similar, por lo que el TI" es capaz

de atravesar las membranas celulares y acumularse dentro la célula tal como lo hace
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el K (Tao et al., 2008; Mukey y Oehme, 1993; Favari y Mourelle, 1985). EI TI" puede
reemplazar al K* en la activacion de enzimas como la piruvato cinasa y la ATPasa
(Douglas et al., 1990); ademas, tiene gran afinidad por los grupos sulfhidrilo de las
proteinas (Aoyama et al., 1988).

A nivel celular el TI" produce dafio a mitocondrias e incrementa la excitabilidad
neuronal asociada, presentandose edema y alteracidon general de la integridad
estructural de las mitocondrias, provocando asi el mal funcionamiento de los
procesos biologicos asociados a esta estructura tales como el déficit energético y el
mal funcionamiento del metabolismo celular (Woods y Fowler 1986). La habilidad del
TI" de penetrar en la membrana mitocondrial interna (Korotkov et al., 2007) es la
responsable de producir el edema y la alteracién en la actividad de los complejos de
la cadena respiratoria mitocondrial (Eskandari et al., 2015; Korotkov et al., 2008).
Experimentos realizados en hepatocitos de rata en mostraron que el TI" disminuye el
potencial de membrana mitocondrial, ademéas se observa protedlisis, formacion de
especies reactivas del oxigeno (ERO) y peroxidacion de lipidos. Estos efectos llevan
a inducir la apertura de poros de transicién de permeabilidad mitocondrial (Eskandari

et al., 2015; Pourahmad et al., 2010).

1.1.5 Especies reactivas de oxigeno (ERO)

Los radicales libres (RL) se definen como moléculas u atomos que contienen
uno o mas electrones desapareados en orbitales atomicos o moleculares (Halliwell y
Gutteridge, 1999). EIl electron desapareado generalmente confiere un grado

considerable de reactividad al radical libre. Los radicales derivados del oxigeno
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representan la clase mas importante de RL generados en las especies vivas. El
oxigeno molecular (dioxigeno) tiene una configuracidén electrénica Unica y el mismo
es un di-radical. La adicion de un electrén al dioxigeno forma un radical anién super
oxido (Oy°) (Miller et al., 1990). El super 6xido en condiciones de activacién del
oxigeno, o por procesos metabdlicos dafinos, genera ERO “primarios” que al
interactuar con otras moléculas producen ERO “secundarios” tanto directamente o
por procesos catalizados, o bien por metales o enzimas (Valko et al., 2005).

La produccion del radical super oOxido ocurre dentro de las mitocondrias
celulares. El transporte de electrones mitocondriales es una parte importante del
proceso para la generacion de ATP en células de mamiferos. Durante las
transduccion de energia un namero pequefio de electrones se libera y es captado
por el oxigeno formando al radical super 6xido, el cual se encuentra implicado en la
fisiopatologia de una gran variedad de enfermedades (Kovacic et al., 2005). El super
oxido es producido por los complejos | y Il de la cadena de transporte de electrones
y puede dismutar mediante la enzima super 6xido dismutasa (SOD) produciendo al
perdxido de hidrogeno (H.O2) que no es un RL, pero que se considera ERO porque
de no ser neutralizado hacia agua por enzimas como la catalasa (CAT) o la glutation
peroxidasa (Gpx), puede recibir un electron proveniente de un atomo de cobre o de
hierro y generar al radical hidroxilo (OH+ lo que se conoce como la reaccion de

Fenton.
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1.1.6 Peroxidacion de lipidos (PL)

La peroxidacion de lipidos (PL) es el dafio que generan las ERO sobre las
membranas y produce cambios en la organizacion de las membranas, pérdida
funcional y modificacion de proteinas que se encuentran inmersas en ella, implicando
la patogénesis de varias enfermedades. Los productos de PL actian sobre
mediadores de la sefalizacion redox. Asi mismo, formas libres y ésteres de acidos
grasos poliinsaturados y colesterol son sustratos para la PL y son oxidados por
mecanismos enzimaticos o no enzimaticos para originar varios productos (Niki et al.,
2005).

La PL mediada por RL produce un mecanismo en cadena que inicia con un
radical libre que oxida a los lipidos (Esquema 1). Los radicales libres implicados en
este proceso son el radical hidroxilo (OHe), el peroxinitrito generado por la reaccién
de super 6xido mas Oxido nitrico y proviene de la irradiacion de alta energia.
También participan los radicales alcoxilo formados por la descomposicion de
hidroperdxidos por iones de metales como proteinas hemo y cobre (reaccion Haber-
Weiss). El super 6xido y el 6xido nitrico son producidos por enzimas como la NADPH
oxidasa, la xantina oxidasa y la 6xido nitrico sintasa (Niki, 2009).

Los mecanismos de la PL mediada por RL fueron estudiados por Porter y
colaboradores (1995); las principales reacciones que participan en la PL son: 1) la
abstraccion de un hidrégeno de un carbono bisalilico de los acidos grasos
poliinsaturados para originar un radical de carbono centrado el cual se re-arregla
para constituir un radical mas estable cis, trans-pentadienil; 2) la adicion de un

oxigeno al radical pentadienil para originar un radical lipidico tipo peroxilo; 3) la
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liberacion del oxigeno del radical peroxilo para dar oxigeno y radicales pentadienil,
este ultimo reaccionando rapidamente con el oxigeno para dar una forma trans; y 4)
la adicion intramolecular del radical peroxilo al doble enlace para formar productos

biciclicos tipo prostaglandinas (Esquema 2).
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ESQUEMA 1. PEROXIDACION DE LiPIDOS (Halliwell y Gutteridge, 1999). La PL se
divide en tres fases: iniciacion, propagacion y terminacion. Iniciacion: los radicales
hidroxilos u oxigeno singulete reaccionan con los grupos metileno de los &cidos
grasos poliinsaturados (PUFA), formando los dienos conjugados, el hidroperéxido o
el radical peroxilipido. La formaciéon de dienos conjugados ocurre cuando un radical
libre ataca a los hidrégenos del grupo metileno separando el doble enlace y
conduciendo al re-arreglo de los enlaces. Los hidroperdxidos lipidicos pueden entrar
a la reacciéon Fe?* complejo + PUFA- OOH Fe®*" complejo + OH ~ + PUFA- O. El
radical peroxilipido es altamente reactivo y es capaz de propagarse en una reaccion
en cadena La fase de terminacion consiste en la unién de dos radicales para finalizar

la reaccion.
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El TI" tiene un efecto promotor sobre la PL y la formacion de ERO en
diferentes tejidos y bajo diferentes esquemas de administracion, asi como en
distintas especies animales, tanto en condiciones crénicas como subcronicas (Hasan
y Ali 1981; Brown et al., 1985; Aoyama et al., 1998; Galvan-Arzate et al., 2000;
Eskandari et al., 2015), por lo que la formacién de ERO y la PL se consideran
elementos de dafio celular tipicamente asociados a la disfuncion celular y al
envejecimiento, mientras que el TI" es menos permeable en animales mas viejos
comparados con animales recién nacidos (Galvan-Arzate y Rios, 1994).

Se han identificado mecanismos intracelulares que favorecen la sintesis de los RL en
concentraciones elevadas, tanto en condiciones fisiolégicas como en presencia de
alguna alteracion patolégica (Kehrer, 1993). El estrés oxidante es un desbalance
entre las ERO/ERN vy los sistemas antioxidantes que contienden con ellas, por lo que
cuando hay estrés oxidante, los RL oxidan a las proteinas, carbohidratos y &cidos
nucleicos, desestabilizandolos. El estrés oxidante es un evento nocivo que en
ocasiones lleva a la célula a la muerte por una serie de estimulos toxicos (Halliwell y

Gutteridge, 1999).

1.1.7 Antioxidantes

Los mecanismos de defensa contra el dafio inducido por RL involucran: 1)
mecanismos de prevencion; 2) mecanismos de reparacion; 3) defensa fisiologica; y
4) defensa antioxidante. La defensa antioxidante enzimatica incluye a las enzimas
super Oxido dismutasa (SOD), el GPx y catalasa (CAT). Los antioxidantes no

enzimaticos son representados por el acido ascorbico (Vitamina C), el a-tocoferol
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(Vitamina E), el GSH, los carotenoides, los flavonoides y otros (Winterbourn, 1995).
Bajo condiciones normales, hay un balance entre las actividades y los niveles de
estos antioxidantes (Masella et al., 2005).

El mayor antioxidante no enzimatico y amortiguador celular es el tripéptido
GSH. La forma oxidada de GSH es el GSSG o glutation disulfuro. EI GSH es
altamente abundante en el citosol (1-11 mM), el nucleo (3-15 mM) y la mitocondria
(5-11 mM), y es el mayor antioxidante soluble en estos compartimentos celulares.
Para llevar a cabo la proteccidén ante el dafio por estrés oxidante es necesario que: 1)
GSH actue como cofactor de varias enzimas destoxificantes (por ejemplo la GPx y la
glutation transferasa; 2) GSH patrticipe en el transporte de aminoacidos a través de la
membrana plasmatica; 3) GSH atrape al radical *OH y promueva la destoxificacion
de peroxido de oxigeno y de perodxidos lipidicos por la accion catalitica de GPx; 4)
GSH regenere importantes antioxidantes como las vitaminas C y E, regresandolos a
su forma activa; y 5) GSH reduzca al radical tocoferol de la vitamina E directamente o
indirectamente, via reduccién de semidehidroascorbato a ascorbato. La capacidad
del GSH para regenerar los mas importantes antioxidantes esta ligada al estado
redox de 2GSH /GSSG (Valko et al., 2006; Pastore et al., 2003) (Esquema 2).

Estudios in vitro demuestran que el TI* (I y Ill) producen incremento tanto en
el peroxido de hidrogeno mitocondrial como en las ERO, acompafados de una

disminucién en el contenido de GSH (Hanzel & Verstraeten 2006).
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31



El TI" (6.4 mg/Kg i.p. por 5 dias) en higado produce un incremento en enzimas
como: lactato deshidrogenasa, aspartato aminotransferasa, y-glutamiltransferasa; en
PL y estrés oxidante asi como en enzimas antioxidantes, GSH, SOD y CAT. Estos
efectos se ven revertidos por el pretratamiento del ajo y curcumina (Abdel-Daim y
Abdou, 2015).

Galvan-Arzate y colaboradores (2005) mostraron que el TI" administrado en un
modelo in vivo en ratas a una sola dosis por 7 dias produce una acumulacion del
mismo en las regiones cerebrales de una manera diferencial (estriado, hipotalamo y
cerebelo), generando ademas dafio peroxidante, y alternado los niveles de glutation

reducido y de la super 6xido dismutasa cobre-zinc dependiente.

1.1.8 ERO y mecanismos de mantenimiento de la “homeostasis redox”

La capacidad intracelular para mantener los niveles de agentes oxidantes-
reductores, u “homeostasis redox”, es sostenida primariamente por el GSH y la
tioredoxina (TRX). El cociente 2GSH/GSSG representa el mayor amortiguador redox
celular, y por lo tanto es un indicador representativo del ambiente redox de la célula
(Droge, 2002). Bajo condiciones de aumento del estrés oxidante, el contenido de
GSSG incrementa, por lo tanto existe un aumento simultdneo de las proteinas
disulfuro. Un namero significativo de proteinas involucradas en la sefializacion que
contienen tioles, tales como receptores para proteinas cinasas y algunos factores de
transcripcion, pueden ser alterados en su funcionamiento en condiciones de estrés.

La elevada tasa de cambio de GSH a GSSG y de TRX son mantenidos por la

actividad de la GSH reductasa y de la TRX reductasa, respectivamente. GSH y TRX
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existen en bajas concentraciones, pero cuando se presentan en altas
concentraciones, puede contribuir significativamente a atrapar ERO (McEligot et al.,
2005).

Tanto los metales redox, por su habilidad para generar RL, como los metales
no redox, con capacidad de unirse a grupos tioles, se han implicado en
carcinogénesis y dafio celular (Valko et al.,, 2005). Por ejemplo, el hierro induce
estrés oxidante y es determinante para producir cancer de colon (Valko et al. 2001);
ocupacionalmente, este metal produce un incremento en el riesgo de asbestosis, la
segunda causa de cancer de pulmon (Stayner et al. 1996). Por su parte, el aumento
en la exposicién ocupacional a cadmio (Cd?*) se ha asociado con un aumento en el
estrés oxidante, el cual a su vez produce un aumento en cancer (Santos et al.,
2005). Estudios realizados por Valko y colaboradores (2005) demuestran que el Cd?*
por si mismo es capaz de producir RL, y de forma indirecta puede causar dafio a la
expresion genética (por una proteina cinasa). Por otra parte, el cromo hexavalente es
considerado un carcindgeno implicado en la excitotoxicidad asociada con la toxicidad
mitocondrial/lisosomal generada por la formacion de los RL (Pourahmad y O’Brien,
2001).

El ciclo celular esta caracterizado por las fluctuaciones en el ambiente redox
de la célula, mediado en particular por los cambios intracelulares en la concentracion
de GSH (Schafer y Buettner, 2001). Generalmente un ambiente reducido de la célula
estimula la proliferacion y un ligero cambio hacia el ambiente oxidante, iniciando la
diferenciacion celular. EI cambio hacia un ambiente mas oxidado en la célula lleva a

la apoptosis 0 a la necrosis. La apoptosis esta estrechamente relacionada con la
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familia de genes Bcl-2. La familia Bcl-2 ejerce efecto tanto pro-apoptotico (Bax) como
anti-apoptético (Bcl-2) (Kluck et al., 1997). La expresion de Bcl-2 inhibe la liberacion
de citocromo c, y por lo tanto bloquea la activacion de caspasas y los procesos
apoptoticos. La liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria se encuentra relacionada
con la disminucién de GSH, generando un ambiente mas oxidado de la célula que
contribuye a un desbalance entre la proliferacién celular y la muerte celular (Kern y
Kehrer, 2005; Schafer y Buettner, 2001). Esto podria ayudar a explicar porque la
disminucion de GSH intracelular es uno de los factores involucrados en la via celular

que lleva a la apoptosis.

1.1.9 Apoptosis

La muerte celular puede ocurrir por dos mecanismos principales: necrosis y
apoptosis (Wyllie et al., 1980; Duke et al., 1996). La necrosis ocurre cuando las
células son expuestas a condiciones fisioldgicas extremas y se dafia la membrana
plasmatica, comenzando con el deterioro de la célula al perder la capacidad para
mantener la homeostasis celular, llevando asi a un influjo masivo de agua y de iones
extracelulares; el organelo mas afectado en este proceso es la mitocondria y existe
lisis en toda la célula debido a la alteracion de la integridad de la membrana
plasmética. La muerte celular por necrosis estda comunmente asociada al dafio
extensivo del tejido, produciendo una intensa respuesta inflamatoria.

La apoptosis, por su parte, es la muerte celular programada. Una célula
apoptotica muestra alteraciones en la cromatina, en la condensacion nuclear y

citoplasmatica, generando vesiculas o cuerpos apoptoticos los cuales contienen
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ribosomas, mitocondrias y material nuclear; estos cuerpos son reconocidos y
fagocitados por macréfagos y células epiteliales adyacentes (Choi, 1992). La
apoptosis en el cerebro es inducida por varios agentes tales como
neurotransmisores, neurotoxinas, moduladores de la fosforilacion de proteinas, y por
la homeostasis de Ca®* (Sastry y Rao, 2000). La apoptosis se lleva a cabo por dos
vias: la via extrinseca y la via intrinseca, en ambos casos las proteinas ejecutoras
son las caspasas. En la via extrinseca se activa al receptor de muerte localizado en
la superficie celular; en respuesta al factor de necrosis tumoral (TNF), a FAS ligado
(FASL) y al ligando de induccion de apoptosis relacionado con TNF (TRAIL), que al
unirse a sus respectivos receptores (TNFR o FAS) resultan en una activacion rapida
de la caspasa iniciadora 8 posterior a su reclutamiento por un receptor trimerizado
(DISC) a través de una molécula adaptadora del dominio de muerte asociado a FAS
(FADD) o bien el dominio de muerte asociado al receptor de TNF (TRADD) (Imaizumi
et al., 1999). En la via intrinseca, la apoptosis inducida por estrés o por dafio al ADN,
resulta en el dafio de la mitocondria y la liberacion de proteinas asociadas a ella,
como el citocromo c, del espacio intermitocondrial. La liberacion del citocromo c de la
mitocondria es regulada en parte por los miembros de la familia Bcl-2 con miembros
anti-apoptéticos (Bcl-2/Bcl-x/Mcll) y pro-apoptéticos (Bax, Bak y Bid) que inhiben o
promueven su liberacion, respectivamente. Una vez liberado el citocromo c, se une al
factor 1 activador de proteasa apoptotica (APAF 1), lo cual resulta en la formacion del
apotosoma APAF l-caspasa 9 y la consecuente activacion de la caspasa de
iniciacion 9. La activacion de las caspasas iniciadoras 8 y 9 activan a las caspasas

efectoras 3, 6 y 7, las cuales son responsables de anclar los sustratos celulares
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importantes, originando cambios bioquimicos y morfolégicos asociados con la
apoptosis (Danial y Korsmeyer, 2004; Kluck et al., 1997) (Esquema 3).

En estudios recientes en células PC12 de rata, se observd que el T+ (1)
produce apoptosis por la via intrinseca mitocondrial dependiente de caspasas a
través de la liberacion de citocromo c, seguida de la activacion de las caspasas 9y 3
alas 12 y 24 h después de la administracion del metal. El Tl+ (I) produce ademas un
incremento en el contenido total de Bcl-2 y la oligomerizacion de Bax entre las 3y 6 h
posteriores a su administracién. Adicionalmente, el Tl+ (lll) causa un incremento de
FAS a las 6 h, y posteriormente conduce a la activacion de caspasa 8 a las 12 h por

la activacion de la via extrinseca de apoptosis (Hanzel & Verstraeten 2009).
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ESQUEMA 3. PROCESO GENERAL DE APOPTOSIS. Representacion de las vias
intrinseca y extrinseca de la apoptosis. Participacion de la familia Bcl-2, procaspasas

y caspasas (Danial y Korsmeyer, 2004).
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Algunos compuestos y condiciones experimentales inducen apoptosis en las
células del SNC, e incluyen factores neurotroficos, cambios en la concentracion de
K*, agentes de dafio a ADN y nucledsidos, efectos en la homeostasis de Ca?",
péptidos y proteinas, estrés oxidante, éxido nitrico (ON), lipidos oxidados, irradiacion,
neurotoxinas y neurotransmisores, ademas de la excitotoxicidad (Sastry y Rao,
2000). Los neurotransmisores glutamato y NMDA producen apoptosis involucrando la
entrada de Ca®", la produccién de radicales libres y la activacién de caspasas, o
cual establece una relacion potencial entre el dafio excitotdxico y la muerte celular

apoptaotica.

1.1.10 Excitotoxicidad

Otro mecanismo de dafio celular reportado en modelos neurotoxicos es la
excitotoxicidad, la cual se define como la excesiva exposicion de receptores
neuronales a neurotransmisores excitadores, como el glutamato. La sobre-
estimulacion de dichos receptores lleva a la célula al dafio por excitacion y a la
muerte neuronal. El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el
cerebro. Con base en la caracterizacion farmacolégica de sus sitios de afinidad,
existen tres clases de receptores glutamatérgicos asociados a canales idnicos
(ionotrépicos): i) el receptor para AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-
4isoxazolepropionato), ii) el receptor para kainato, y iii) el receptor para NMDA. Entre
todos éstos, los canales i0nicos acoplados a los NMDAr son los Unicos permeables a
Ca’" (Esquema 4). El dafio neuronal excitotéxico es mediado en parte por una sobre-

activacion de NMDAr, lo cual resulta en un excesiva entrada de Ca?' a través del
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canal iénico asociado al receptor. Como consecuencia de la acumulacién de Ca®* en
el interior celular, la activacion excesiva de NMDAr conlleva a la produccion de ERO
y la activacion de otros procesos enzimaticos que contribuyen al dafo celular

(Hardingham, 2009; Lipton, 2006).

Neurona presinaptica

Y
mGIuR AMPAR  NMDAR KAR

Neurona postsinaptica

ESQUEMA 4. DIFERENTES CLASES DE RECEPTORES A GLUTAMATO.
Receptores ionotropicos: i) receptores a AMPA, ii) receptores a kainato, y iii)
receptores a NMDA. También se muestran los receptores metabotrépicos acoplados

a proteinas G (Lipton, 2006).
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Los NMDAr son canales idnicos que requieren de la activacion simultanea de
dos agonistas (glutamato y glicina). El canal requiere de la despolarizacion, para
remover el magnesio que bloquea directamente al canal iGnico de una manera
dependiente del voltaje. El receptor es modulado por poliaminas de manera bifasica,
gque en concentraciones micromolares promueven la apertura del canal,
incrementando la afinidad de los receptores para la glicina, asi como la remocion del
protén. Existen otros compuestos enddgenos (Zn®*, moduladores redox y 6xido
nitrico) que inhiben al NMDAr alostericamente a través de diferentes sitios
(Benarroch, 2011) (Esquema 5).

El incremento en la actividad de NMDAr aumenta la permeabilidad a Ca**y
Na* por el desbloqueo del canal i6nico por Mg?*. En adicién, existe un incremento
dependiente de calcio-calmodulina de la actividad de la enzima 6xido nitrico sintasa
(NOS) que genera muerte celular excitotéxica (Dawson et al. 1991). La isoforma
neuronal de la enzima comienza entonces un proceso de generacion dependiente de
oxido nitrico que actia produciendo mas ERO/ERN vy origina dafio celular oxidativo.
Bajo condiciones normales en términos de transmision sinaptica, el canal i6nico de
NMDAr se abre por breves periodos de tiempo, permitiendo al Ca** moverse dentro
de la célula para realizar sus funciones fisiolégicas (estimulacion excitatoria basal,
procesos de memoria y aprendizaje, potenciacion a largo plazo, etc.); sin embargo,
bajo condiciones patologicas, la sobre-activacion del receptor libera persistentemente
al Mg®* como bloqueador natural del canal i6nico y causa una excesiva entrada de
Ca”" en la célula nerviosa, lo cual activa una variedad de procesos que pueden llevar

a necrosis 0 apoptosis. Estos procesos incluyen sobrecarga de Ca?* en la
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mitocondria, resultando en la formacién de radicales libres, activacion de caspasas y
liberacion de factores de induccion de apoptosis (Lipton et al. 1993; Okamoto et al.

2002; Hara et al. 2005).
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ESQUEMA 5. SITIOS DE LOS NMDAR: A) sitios extracelulares que incluyen a la
glicina, sitios de unién de la subunidad NR1, sitio para el glutamato (Glu), sitio de
unién sobre la subunidad NR2 y sitios de unién del poro del canal con Mg®*. La D-
serina es un co-agonista endogeno en el sitio de union de L-glicina. NR2 contiene
también sitios de accion para poliaminas, zinc y protones. B) Los blancos
intracelulares incluyen moléculas de sefalizacion como cinasas, fosfatasas y otras

enzimas (Tomada de Benarroch 2011).
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1.1.11 Receptores para N-Metil-D-aspartato (NMDAr)

El NMDAr esta compuesto de tres subunidades: NR1, NR2 A-D y NR3 A-B. La
composiciéon de las subunidades esta determinada por su farmacologia y otros
parametros del complejo del canal i6nico (Wollmuth & Sobolevsky 2004). Existen
antagonistas farmacolégicos que producen diferentes efectos colaterales en los
animales, sugiriendo la heterogeneidad de los NMDAr en el cerebro. Tal
heterogeneidad se ha confirmado durante el desarrollo, y anatdbmicamente se ha
mostrado que los NMDAr cerebelares son menos sensibles a los agentes que
producen el bloqueo de la apertura del canal, asi como a agentes que bloquean
competitivamente los sitios de union a glutamato. En esta region predominan
receptores con subunidades NR2C (Lynch y Guttmann, 2001).

La subunidad NR1 se une a glicina, mientras que la subunidad de unién a
glutamato es NR2 (Dingledine et al., 1999). En condiciones de excitotoxicidad, las
subunidades de los NMDAr contribuyen diferencialmente, esto basandose en
modelos de células transfectadas; los NMDAr que contienen los NR2A y los NR2B
transportan grandes cantidades de calcio y son potenciados por la proteina cinasa C,
alcanzando los niveles mayores de toxicidad. NR2C y NR2B producen menos
entrada de calcio y son inhibidos por PKC, originando una menor toxicidad (Lynch y
Guttmann, 2002).

La accion de algunos metales sobre los NMDAr depende de la composicion de
las subunidades que lo conforman, produciendo mas vulnerabilidad en algunas

regiones cerebrales selectas. La distribucion diferencial de las combinaciones de
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subunidades de los NMDAr depende del desarrollo y la region cerebral; asi las
subunidades NMDAR1 y NMDR2 se expresan durante el desarrollo y permanecen
hasta la etapa adulta en la corteza de la rata.

Por otro lado, la expresion de NMDAR2B inicia después del nacimiento y se
incrementa a partir de 3 semanas de edad. En hipocampo, corteza y cerebelo, la
combinacion de NMDAR1 con la subunidad NMDAR2 se expresa en la etapa adulta
(Sheng et al., 1994; Wafford et al., 1993). En el cerebelo, las subunidades NMDR1 y
NMDAR2B se expresan en etapas tempranas del desarrollo, con una subsecuente
reduccion en la expresion de NMDAR2B y un incremento de NMDAR2C vy
NMDARZ2A. En el cerebelo existen diferencias en el tipo de subunidades de acuerdo
al tipo celular, presentandose NR1en cuerpos celulares y dendritas de las células de
Purkinje, y moderadamente en células granulares e interneuronas de Golgi. La
subunidad NMDAR2A se encuentra moderadamente en células de Purkinje, pero
para la subunidad NMDAR2B es mayor en los cuerpos de las células de Purkinje y
esta ausente en la capa granular (Paoletti et al., 2013; Thompson et al., 2000; Zukin
y Bennett, 1995) (Esquema 6).

El dafio funcional de los NMDAr ha llevado a desordenes del SNC como
isquemia, enfermedades neurodegenerativas, dolor, depresion y esquizofrenia. La
hiperactividad y la hipofuncion de NMDAr (definida por su composicion y/o su
localizacion sinaptica) se encuentran diferencialmente involucradas en las

enfermedades de SNC (Zhou y Sheng, 2013).

43



[¢) O
000 & : (o] o 8
o © g
% g - & .
(&) .O
Pe P14 Adulto

ESQUEMA 6. DIVERSIDAD DE LAS SUBUNIDADES DEL NMDAR, ESTRUCTURA
Y EXPRESION. Se han identificado 7 subunidades del NMDAr: NMDAR1, NMDAR
2A- NMDAR 2D, y NMDAR 3A y NMDAR 3B. Se esquematiza la expresion de
subunidades NMDAr en el cerebro de ratén presentes en el dia de nacimiento (P0),
dos semanas después del nacimiento (P14) y en la etapa adulta (Tomada de Paoletti
et al., 2013).

1.1.12 EI MK-801, un antagonista de los NMDAr

Un potente antagonista de los NMDAr es el MK-801 (dizocilpina), un
blogueador no competitivo que actia de manera directa sobre el poro del canal
asociado al receptor. La capacidad neuroprotectora del MK-801 en modelos
experimentales permite inferir una accion mecanica de bloqueo mas directa sobre
estas entidades por su alta afinidad sobre los mismos (Volbrach et al., 2006). Por
ejemplo, el tratamiento neonatal con MK-801 muestra un severo dafio en el
aprendizaje en campo abierto; sin embargo, en etapa adulta, el antagonista no

produce tal dafio y la posible explicacion a estas diferencias es la sensibilidad a los
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NMDAr, la cual es mayor entre 2 y 4 semanas después del nacimiento en
comparacion con la etapa adulta (Kawabe et al., 2007).

La administracion de MK-801 como modelo de esquizofrenia durante el
periodo temprano postnatal muestra cambios tanto de conducta como neuroquimicos
(Lim et al., 2012). Una actividad elevada se correlaciona con los sintomas positivos
en esquizofrenia y podria ser representativo de una hiperactividad del sistema
dopaminérgico mesolimbico. Sin embargo, otro reporte muestra que no existen
diferencias entre MK-801 y el control (Gorter et al., 1992).

Existe controversia con respecto al efecto protector del MK-801, encontrando
que las diferencias radican en las dosis y el régimen de tratamiento; el rango de
dosis de 0.3-10 mg/kg provee una proteccion del dafio y una reduccion de los
cambios histologicos en la isquemia cerebral. ElI volumen de infarto se redujo hasta
un 30% por el antagonista a dosis de 2.5 y 5 mg/kg (Moyanova et al., 2007; O’Neill et
al., 2000).

El MK-801 (2 mg/Kg) ha mostrado ser un agente neuroprotector,
disminuyendo el efecto inflamatorio producido por trauma de la columna vertebral en
el ratén, la destruccibn axonal y la desmielinizacion en el sitio del trauma,
confirmando los efectos neuroprotectores del antagonista (Esposito et al., 2011). En
el modelo de infarto por oclusion de la vena cerebral, el MK-801 (3 mg/Kg, i.p. 20 min
posterior a la oclusion) protege del dafio cerebral en el estriado y la corteza
(Selakovic et al., 2010).

El MK-801 también tiene efecto protector en el cuerpo estriado de la rata

después de la administracion de metales como el Mn*. Este metal induce
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excitotoxicidad, incrementado las concentraciones de Glu y la disminucion de la
actividad de la glutaminasa (Xu et al. 2010). EI MK-801 también ha mostrado reducir
el dafio producido por el Pb?* sobre la potenciacién a largo plazo en hipocampo
(Gilbert y Lasley, 2007).

En un modelo de la enfermedad de Huntington, el acido 3-nitropropionico (3-
NP) produce disminucion de los niveles de ATP, el potencial de membrana
mitocondrial y la activacion de calpaina, los cuales se restablecen por la

administracion de MK-801 en cultivo primario de hipocampo (Nasr et al., 2003).

1.1.13 Excitotoxicidad secundaria

Situaciones de déficit de energia, la disponibilidad reducida de ATP vy la
ATPasa Na'/K" de la membrana plasmatica no pueden mantener el potencial de
membrana en reposo. Una despolarizacion parcial genera entonces hipersensibilidad
a los agonistas de NMDAr. En concentraciones bajas de glutamato, esto podria llevar
a un incremento del influjo de Ca®" y muerte celular. Defectos en la mitocondria
incrementan la entrada de Ca?* a través de NMDAr como resultado de la pérdida del
potencial de membrana, llevando a una mayor desregulacién de Ca*" (Jacquard et
al., 2006) (Esquema 7).

Las toxinas mitocondriales como el 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP™), inhibidor del
complejo I y el 3-NP, inhibidor de la succinato deshidrogenasa o complejo Il, son
agentes que inhiben la cadena de transporte de electrones de la mitocondria y
producen degeneracion neuronal excitotoxica secundaria in vivo (Beal et al., 1993;

Pérez-De la Cruz y Santamaria, 2007). ElI MK-801 atenua las lesiones estriatales
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producidas por MPP* y 3-NP (Schulz et al., 1996; Pérez-De la Cruz y Santamaria,

2007).
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ESQUEMA 7. PROCESO DE EXCITOTOXICIDAD SECUNDARIA (Colle et al.
2012). (1) Bajas concentraciones de 3-NP inducen inhibicion del complejo Il (SDH)
de la cadena respiratoria mitocondrial que conlleva a la disminucion de ATP,
disminucion del potencial de membrana mitocondrial (mAW) y un incremento de
ERO/ERN (2). El déficit de energia hace a las neuronas mas vulnerables a los
niveles basales de glutamato enddgeno (glu, “excitotoxicidad secundaria”). Esto lleva
a la despolarizacién de la membrana plasmatica, liberando el Mg?* del canal de los
NMDAr dependientes de voltaje (3). La apertura de los canales de los NMDAr causa
la entrada de Ca®" (8). Ademas la generacién de ERO/ERN podria inducir LP (10).
Estos procesos llevan a la activacion de proteasas induciendo la apoptosis o necrosis
(11). El bloqueo de los NMDAr por MK-801 (12) puede atenuar la disfuncion
mitocondrial y la muerte neuronal. El succinato, como precursor, podria atenuar la

disfuncion mitocondrial inducida por 3-NP (14).
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1.1.14 Metales, estrés oxidante y neurodegeneracion

Existen metales que son cruciales para mantener la homeostasis celular. Entre
los 23 elementos que se conocen para las funciones fisiolégicas en humanos, se
encuentran 12 metales entre los que destacan el Mn** y Fe**. Sin embargo, una
cantidad excesiva de estos metales lleva a condiciones patoldgicas, incluyendo la
neurodegeneracion. De igual manera, la exposicibn a metales que no realizan
funciones biolégicas, como Pb?, Hg, Mg®" y TI*, produce estrés oxidante,
particularmente en la mitocondria. Sin embargo, los blancos para producir este estrés
son distintos al del Fe®*, un potente pro-oxidante que puede iniciar un conjunto de
reacciones que forman productos extremadamente reactivos tales como OHe. El
Mn?* puede oxidar a la dopamina generando ERO y afectando la funcion
mitocondrial, llevando a la acumulacion de sus metabolitos y culminando en la
produccion de estrés oxidante (Farina et al., 2013).

Omelchenko y colaboradores (1997) demostraron que la vulnerabilidad de los
NMDAr al Pb?* depende especificamente de la composicién de sus subunidades. El
Pb?* puede producir tanto potenciacién como inhibicién, dependiendo de la
composicién de la subunidad del receptor y de la concentracién del metal. El Pb?*
afecta a los receptores NMDAR1 y NMDAR2A en hipocampo, y la alteracién de los
componentes de PSD durante el desarrollo cerebral (Nihei y Guilarte, 2001;
Marchetti, 2003). El Pb?" inhibe también las corrientes de los NMDAT; la inhibicion es
especifica en el canal del receptor y el bloqueo es independiente del voltaje. Los
estudios bioquimicos sugieren que los efectos inhibitorios del metal sobre los NMDAr

fueron especificos de la edad y la region cerebral, siendo el hipocampo el mas
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sensible. Los NMDAr inhibidos por Pb?* son NR1-NR2A y NR1-NR2B (Sadiq et al.,
2012).

El Hg cationico tiene fuerte afinidad por los grupos sulfhidrilo, afectando a las
moléculas que contienen tioles protéicos (receptores de neurotransmisores,
transportadores y enzimas antioxidantes), asi como tioles no protéicos (GSH y
cisteina). Las ERO/ERN se incrementan por la toxicidad del Hg, involucrando
diferentes mecanismos como el estrés oxidante, la disfuncion mitocondrial, la
excitotoxicidad, el incremento de Ca*" intracelular y la disminucién de antioxidantes
(Farina et al., 2011, 2013).

El Mg?* extracelular inhibe la respuesta de NMDAr sobre los potenciales de
membrana, incrementado la afinidad de la glicina en las neuronas, el bloqueo
dependiente del voltaje y la potenciacion independiente de la glicina de la subunidad
especifica (Sadiq et al., 2012).

Xu et al. (2010) mostraron que el pre-tratamiento con MK-801 protege a las
neuronas de la excitotoxicidad inducida por Mn?*. La interaccién del metal con GSH
muestra estrategias para incrementar los niveles de GSH para proteger de la

toxicidad del metal (Kaur et al., 2006).

50



Zn, Pb,

Ni, Cd,

Mn, Co,
Cu

ESQUEMA 8. METALES NEUROTOXICOS. Los NMDAr presentan sitios
moduladores para glicina (gly, amarillo), Zn?*, glutamato (glu) principalmente. Estos
receptores se encuentran constituidos por heteromeros NMDAR1 y NMDAR2 cada
uno con distintas subunidades. En el esquema el brazo azul representa la subunidad
NMDARL1 y en rojo la subunidad NMDR2. La mayoria de los metales tienen su efecto

en la subunidad NMDR2. (Tomado de Sadiq et al., 2012)
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2. JUSTIFICACION

Siendo el TI" un metal altamente neurotéxico que se encuentra disponible a
través de diferentes fuentes de exposicion, y dado que poco se ha investigado sobre
sus posibles mecanismos de toxicidad, las aproximaciones experimentales para
caracterizar su modo de accidon son relevantes desde diversos puntos de vista.
Aunque algunos mecanismos potenciales, tales como el estrés oxidante, han sido
caracterizados por diversos grupos incluyendo el nuestro, alin no existe la certeza de
gue éstos sean los mecanismos primarios de accion. En los Ultimos afios, sin
embargo, los estudios sobre el TI" se han enfocado de manera especifica al dafio
apoptotico, estudiando las diferentes vias que lo generan, dependiendo del estado
redox del metal. En este sentido, la sefalizacion pro-apoptoética, si bien puede ser
otro mecanismo que favorezca la toxicidad, aun no se sabe su grado de contribucion
al patron primario de dafio. Es importante sefialar en este punto que el TI* produce
sintomas como vomito, diarrea, pérdida de cabello y efectos en el SNC, corazon,
higado y rifion; en la poblacion humana con una sola dosis y que dichos sintomas
son variables y dependen de la dosis ingerida y el tiempo de exposicion. Aln
conociendo algunos posibles mecanismos de accion del TI*, no existe un tratamiento
adecuado para los sintomas que se producen, debido en gran medida a la falta de
conocimiento sobre sus mecanismos téxicos. Por esto es importante realizar estudios
en relacion con dichos mecanismos toxicos primarios y su potencial prevencion, y
correlacionarlos con diferentes marcadores de dafio, ya sean conductuales,
bioquimicos, morfolégicos, etc. Por lo anterior, en este trabajo propusimos

caracterizar el posible componente excitotoxico que este metal puede generar, pues
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se sabe que al inhibir la funcion mitocondrial, las células nerviosas pueden evocar
dafio excitotéxico secundario por despolarizacion asociada a activacion de
receptores glutamatérgicos para NMDA sensibles a voltaje. La caracteristica de
excesiva excitabilidad ya es inherente al dafio generado por el metal, pero sin
haberse estudiado procesos excitotoxicos vinculados a transmision glutamatérgica
exacerbada, por lo que en nuestra propuesta empleamos herramientas
farmacoldgicas para evidenciar este proceso aun no reportado en la literatura.
Nuestros estudios se realizaron en diferentes regiones cerebrales de ratas expuestas
al TI" por 24 h, empleando MK-801 como un farmaco tipica y selectivamente ligados
a la inhibicion de NMDAr, para disecar este componente toxico en dicho paradigma.
Para llevar a cabo este propdsito, en este trabajo se emplearon diferentes técnicas
espectrofotométricas (UV-visible y de fluorescencia) para los analisis bioquimicos,
pruebas conductuales, histolégicas e immunohistoquimicas para determinar con
diferentes criterios la viabilidad de nuestra hipétesis. Los resultados, por lo tanto
ayudaran a la comprension del mecanismo de accion del metal y podran servir para

desarrollar agentes terapéuticos que ayuden en evitar la toxicidad por TI".
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢Seré el talio capaz de generar un dafio excitotoxico secundario producido por la
despolarizacion asociada a los NMDAr sensibles a voltaje, en las diferentes regiones

cerebrales de la rata?

4. HIPOTESIS

Si el Tl es un metal que produce efectos excitotéxicos y el antagonista MK-801
promueve mecanismos protectores entonces en el modelo de dafio inducido por la
administracion de TI" el antagonista disminuird la toxicidad a través de diferentes

marcadores

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto protector del antagonista del receptor NMDA (MK-801) en los
marcadores de dafio en el modelo de toxicidad inducido por TI" en diferentes

regiones cerebrales en ratas.
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5.2 Objetivos particulares

a)

b)

d)

f)

Determinar los cambios conductuales (patrones de motricidad) bajo el
esquema de administracion de los diferentes tratamientos incluido el TI*
Observar los cambios morfolégicos en las diferentes regiones cerebrales de
rata (hipocampo, hipotalamo, cerebelo, corteza frontal y cuerpo estriado) bajo
los mismos esquemas de tratamiento

Evaluar la acumulacion del metal en las diferentes regiones cerebrales
Estimar los niveles de dafio oxidante asociados a dafio neuronal y producidos
por TI" en presencia de los tratamientos y en las diferentes regiones
cerebrales

Cuantificar la actividad de algunos componentes del sistema de proteccion
antioxidante en respuesta al estrés oxidante producido por TI" en presencia de
MK-801.

Caracterizar los efectos de los tratamientos sugeridos sobre los procesos de

muerte celular apoptética inducidos por TI" en el cerebro de la rata
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6. METODOS
6.1 Reactivos
Los reactivos utilizados en este trabajo fueron mayoritariamente obtenidos de

Sigma-Aldrich (México) y de otras casas comerciales. Para immunohistoquimica, los
anticuerpos fueron de DAKO (Agilent Technologies; Dinamarca).
6.2 Tratamientos y diseccion de regiones cerebrales

Se utilizaron ratas Wistar macho de 250-280 g de peso (provistas por el bioterio del
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia MVS). Los animales se mantuvieron
en cajas de acrilico (5 por caja) y con alimento (purina, St. Louis, MO, USA) y agua
ad libitum. Las ratas fueron mantenidas en condiciones de temperatura constante (25
+ 3°C), humedad (50 £ 10%) y ciclo luz: oscuridad (12:12). Los experimentos se
realizaron de acuerdo a los estandares mexicanos éticos 065-Z00-1999.
Las ratas se dividieron en cuatro grupos:

a) Grupo control (S.S. + S.S.): las ratas se administraron dos veces con salina
estéril intraperitonealmente (i.p.) con un intervalo de 30 min.

b) Grupo de TI" (S.S. + TI"): Los animales recibieron una primera administracion
con S.S. seguida 30 min después de TI" (acetato de talio a una dosis de 32
mg/Kg; LDsg; i.p; (Rios y Monroy-Noyola, 1992).

c) Grupo MK-801 (MK-801 + S.S.): Las ratas fueron administradas i.p. con una
dosis del antagonista a NMDAr, el MK-801, a una dosis de 1 mg/Kg y 30 min
después se administro S.S. (Sencer et al., 2008).

d) Grupo MK-801 + TI": Los animales recibieron MK-801 30 min antes de la

administracion de TI*; i.p.
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Las dosis de los farmacos empleados corresponden a dosis efectivas
probadas en otros modelos (Sencer, 2008). El tiempo de sacrificio después de la
altima administracion fue de 24 h. Se extrajeron los cerebros y se disecaron cinco
regiones cerebrales (Galvan-Arzate y Rios, 1994): Corteza (Cx), Cerebelo (Ce),

Hipotalamo (Ht), Hipocampo (Hp) y estriado (S).
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DISENO EXPERIMENTAL

RATAS WISTAR
MACHO
(250-280 g)

MK-801 (1 mg/Kg, i.p. 30min) S.S.
+

+
S.S. TI* (32 mg/Kg, i.p- 24 h)

REGIONES CEREBRALES:
Corteza frontal (Cx), Cerebelo (Ce), Hipotalamo
(Ht), Hipocampo (Hp) y Estriado (S)

HIPOTALAMO

CONDUCTA CONTENIDO DE PEROXIDACION GLUTATION GLUTATION
MOTORA TALIO DE LiPIDOS REDUCIDO PEROXIDASA
(CAMPO ABIERTO) (ABSORCION ATOMICA) (FLUORESCENCIA) (FLUORESCENCIA) (FLUORESCENCIA)
n=10 n=5 n=5 n=5 n=5

HISTOLOGIA
n=3

IMMUNOREACTIVIDAD
n=6
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6.3 Estudio de conducta motora

Los animales de cuatro grupos diferentes fueron sometidos a un estudio de
motricidad en un equipo de actividad motriz automatizado de campo abierto
Versamax (Accus Scan Intruments Inc. Columbus, OH, USA) que detecta actividad
horizontal y vertical. Los experimentos se llevaron a cabo entre las 6:00 a.m. y la
1:00 pm. La actividad motora fue monitoreada en una caja transparente (45 cm x 45
cm x 25 cm). La interrupcidon de los haces de luz debido a los movimientos de las
ratas fueron automaticamente registrados. Las ratas fueron previamente habituadas
por un periodo de tiempo corto (15 min) a las condiciones del cuarto. Los animales
fueron colocados en el centro de la caja y la evaluacion se realiz6 por 60 min,
registrando cada 5 min. Las dos variables analizadas fueron movimientos
horizontales y verticales. El estudio se realiz6 justo antes de sacrificar a los animales

para los estudios bioquimicos (Galvan-Arzate et al., 2005).

6.4 Contenido de TI" en las diferentes regiones cerebrales de la rata

Posterior a los cuatro tratamientos y la observacion de conducta, cinco
animales de cada grupo experimental se utilizaron para el analisis del contenido de
metal. Las regiones cerebrales de la rata fueron obtenidas y digeridas en 0.5-1.0 ml
de HNO3 concentrado supra puro y posteriormente se analizaron en un equipo de
absorcion atomica con horno de grafito AA 600 Perkin-Elmer (Waltham,
Massachusetts, USA) con un automuestreador (AS 800) y una lampara de catodo

hueco (longitud de onda 276 nm y apertura 0.7 nm) con flujo continuo de argén (10
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ml/min). Los resultados fueron expresados como pg de TI' por gramo de tejido

hamedo (Rios et al., 1989).

6.5 Peroxidacion de lipidos (PL)

Bajo el mismo esquema de tratamiento, las regiones cerebrales fueron
pesadas y se les agregé 3 ml de solucion salina para homogenizarlas (6 golpes). Se
agité el homogenado y se agregd 1 ml por duplicado a 4 ml de una solucién de
cloroformo-metanol (2:1). Se agitd en el vortex por 5 seg y se dejé en hielo por 30
min. Posteriormente para su lectura, se elimind la fase blanca por aspiracion, se
tomdé 1 ml de la solucion y se agregd 100 pl de metanol. Quince minutos antes de
leer, se prepardé quinina a 0.1 pg/ml como estandar. La lectura se realiz6 en un
espectrofotometro Perkin-Elmer a longitudes de onda de excitacion 370 nm de
emision 430 nm y con apertura de 15 nm. Los resultados se expresan como

unidades de fluorescencia/g de tejido/ml de extraccion (Triggs & Willmore 1984).

6.6 Niveles de glutatiéon reducido (GSH)

El GSH es el principal antioxidante enddégeno no enzimético en el SNC. Medir
sus niveles constituye un buen marcador de estrés oxidante cuando éstos
disminuyen por algun insulto toxico. Esto se evaluo de acuerdo con lo descrito por
Hissin y Hilf (1976).

Las diferentes regiones cerebrales obtenidas se homogenizaron en 3.75 ml de

buffer de fosfatos-EDTA (pH 8.0) + 1 ml de HPO3 (25%). Se centrifugaron a 3,000 x
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g por 15 min y el sobrenadante se separd. Quinientos pl de sobrenadante se
agregaron a 4.5 ml de buffer de fosfatos + 100 pl OPA. Las muestras fueron
incubadas a temperatura ambiente por 15 min y la sefal fluorescente se analizé por
espectrofotometria de fluorescencia a 420 nm de emisién y 250 nm de excitacion en
un equipo Perkin-Elmer LS 50B. Los resultados se expresaron como pg de GSH por

mg de proteina (la proteina se cuantifico por el método de Lowry).

6.7 Actividad de glutation peroxidasa (GPx)

La actividad de GPx fue determinada usando un método basado en la
oxidacion no enzimatica de GSH (Hafeman et al., 1974; Galvan-Arzate et al., 2005).
Las regiones cerebrales de rata fueron homogenizadas en buffer de fosfatos (pH
7.4). Las alicuotas (30 pl) fueron incubadas a 37° en un buffer de fosfatos (pH 7.0)
gue contenia una mezcla de 0.5 ml GSH (2.0 mM) + 0.5 ml EDTA (0.4 mM) + 0.25ml
azida de sodio (NaN3, 0.01 M) + 0.75 ml de agua; se agreg6 15 ul de muestra (region
cerebral homogenizada en buffer en relacion de 1 g de tejido en 9 ml de buffer). Se
incubaron con agitacion por 5 min a 37° C. Posteriormente se agregdé 1 ml de H,0,
(1.25 mM; precalentado a la misma temperatura) y se incubd con agitacion por 3 min
a 37° C. De esta mezcla se tom6 1 ml y se agreg6 4 ml de acido metafosforico. Las
muestras se centrifugaron a 3,500 rpm por 15 min. Un mililitro de sobrenadante se
mezclé con 1 ml de buffer de fosfatos (pH 7.0) y 0.5 ml de acido 5,5-dithiobis-2-
nitrobenzoico (DTNB). La absorbancia se midié6 después de 2 min a 512 nm en un
espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 20. Una curva estandar fue construida

usando concentraciones conocidas de GSH + buffer de fosfatos/EDTA+DTNB. Una
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unidad de actividad se defini6 como el 50% de disminucion de GSH por 60 min
después de que la disminucion de la reaccion no enzimatica de GSH ha sido
sustraida. Los resultados se expresaron como unidades de actividad por mg de

proteina.

6.8 Determinacion de proteinas (Lowry)

Cada muestra (por duplicado) se diluy6 1:20, se tomd 50 pl muestra + 950 pl
de agua. Se tomaron 400 ul y se agregaron 2 ml de la siguiente mezcla: 49 ml de
Na,CO3 al 2 % en NaOH (0.1N), 0.5 ml de tartrato de sodio y potasio al 2 %,0.5 ml de
CuSO4 al 1 %. A los 10 min se agregaron 0.2 ml de Folin (1:1 agua). Las muestras
se leyeron en un espectrofotometro UV/Visible a 550 nm después de 30 min a

temperatura ambiente (Lowry et al., 1951).

6.9 Estudio morfoldgico: Tincion H-E

Inmediatamente después de terminado el estudio conductual, 3 animales de
cada grupo experimental se perfundieron via intracardiaca y su tejido cerebral fue
fijado en paraformaldehido para su posterior procesamiento histolégico. En cortes de
las diferentes regiones cerebrales propuestas, se realiz6 histologia béasica con
Hematoxilina/Eosina  para  reconocer  cuerpos  celulares, asi como
immunohistoquimica contra la Proteina Glial Fibrilar Acidica (GFAP) para evidenciar

la gliosis reactiva (Heffes et al. 1995).
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6.10 Determinacion de la proteina acida fibrilar glial (GFAP)

Los cerebros fueron fijados en 4% de paraformaldehido (1 semana),
embebidos en parafina y cortados (5 um). Las secciones fueron
immunohistoquimicamente marcados y la parafina fue removida en una serie de
xilenos y alcoholes graduales, las secciones fueron embebidos tres veces en PBS,
posteriormente, se incubaron en una solucién al 1% de H,O, (10 min) para remover
la peroxidasa enddgena. Después fueron lavadas tres veces con PBS e incubadas
con una solucion de citrato de sodio (pH 6) por 30 min. Las secciones fueron
incubadas con albumina de bovino, para bloquear la immunoreactividad no
especifica. Después de dos lavados con Tris e incubados con el anticuerpo primario
monoclonal proteina acidica fibrilar glial (GFAP, DAKO, diluciéon 1:00). Anticuerpo

secundario anti-conejo conjugado con peroxidasa de rabano (DAKO-Kit).

6.12 Immunohistoquimica: caspasa 3y 9.

Para la immunohistoquimica, los tejidos se fijaron en paraformaldehido al 4%.
Los bloques se embebieron en parafina y cortados a 5 um de grosor. Las secciones
fueron marcadas immuhistoquimicamente y desparafinadas en series de xileno y
grados diferentes de alcohol; posteriormente se lavaron tres veces en PBS y se
incubaron en una solucién de perdxido de hidrégeno al 1 % por 10 min. Se incubaron
en 10 uM de citrato de sodio (pH 6.0) por 30 min y de nuevo se lavaron con PBS. Las
secciones se incubaron con albimina de suero bovino al 1 % por 20 min, lavada con
TRIS e incubada a 4°C. El TRIS contenia al anticuerpo monoclonal de la GFAP

(DAKO, 1:00). Las secciones se examinaron por microscopia de luz en un
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microscopio Leica Galen Ill con videocamara digital acoplada a una PC Windows

2000 para procesamiento de imagenes.

6.13 Analisis estadistico

Los datos se expresaron como media £+ SEM. La evaluacion estadistica fue a
través de una t-student pareada y analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido
de la prueba de Tukey, asumiendo una distribucion normal. El nivel minimo de
significancia aceptado fue de P<0.05. Cada dato representa la medicion de 10

(estudio de actividad motora) 6 5 ratas (estudios bioquimicos) por tratamiento.
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7. RESULTADOS
7.1 La hiperactividad inducida por TI' es atenuada por la administracion del
antagonista de los NMDAr (MK-801)

La actividad horizontal evaluada 24 h después de la administracion de TI* (1 h
de observacion, 32 mg/Kg, i.p.) mostré un incremento a partir de los 5 min y hasta los
45 min en comparacion con el grupo control; posterior a este tiempo no se
observaron diferencias significativas. En el grupo que se administré6 con MK-801 (i.p.,
1 mg/Kg) + S.S., comparando con el grupo control, no se generaron cambios
estadisticamente significativos. Pero si se compara el grupo de S.S. + TI" con el
grupo de MK-801 + TI', los movimientos horizontales disminuyeron
significativamente, llegando a los niveles basales en el nUmero de movimientos
(Figura 1A).

En relacion a los movimientos verticales, no se observaron cambios

estadisticamente significativos entre los grupos evaluados (Figura 1B).
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Figura 1. Proteccion motora por el pretratamiento con MK-801 (1 mg/Kg, i.p., 30 min)
sobre la intoxicacion por talio (TI*, 32 mg/Kg, i.p., 24h). Los animales se colocaron en
campo abierto para el registro de los movimientos horizontales (A) y verticales (B)
cada 5 min durante un total de 60 min. Los datos son expresados como la media +
E.E. (n=10 por grupo). ANOVA seguido de la prueba de Tukey con una diferencia
significativa de *p< 0.05. El grupo S.S. +S.S. (linea con cuadros) y # p< 0.05
representan las diferencias significativas con el grupo de S.S. + TI" (linea con
triangulos).
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7.2 Andlisis del contenido de talio en las diferentes regiones cerebrales

Como era de esperarse, los grupos S.S. + S.S. y MK-801 + S.S, que no fueron
tratados con TI", no registraron presencia del metal. La distribucion de TI" en el
cerebro de la rata ocurri6 de manera diferencial en las regiones cerebrales,
obteniéndose el siguiente orden para el contenido del metal: hipocampo > cerebelo >
estriado, seguido de hipotalamo y corteza, comparado con el grupo control. En las
ratas administradas con MK-801 + TI*, en comparacion con el grupo S.S. + TI", la
concentracion del metal se atenta en todas las regiones estudiadas, excepto en Cx.
El orden de disminucion fue Ht (82%), Ce (53%), Hp (36%) y S (35%) (Figura 2).

De acuerdo con los resultados obtenidos el TI" no solo podria tener alta
afinidad por la ATPasa Na'/K* por tener un radio y valencia similar a K*, sino que al
parecer, como otros metales, posiblemente contribuya a la activacion indirecta del
canal de los NMDAr y favorezca el dafio producido por el incremento de Ca**, pero al
verse bloqueados los receptores NMDA por su antagonista el MK-801,
probablemente se prevenga la misma entrada de TI".

Se ha demostrado que el TI" se distribuye de manera diferencial en regiones
cerebrales (Galvan-Arzate 2005), dependiendo de las dosis usadas, asi como de la
edad en la cual se administra el metal. Por su parte, Wanger (2012) mostré que la
distribucién de TI" también depende del tiempo en el cual se administra el metal:
mientras que a tiempos cortos (5 min) se distribuye mas en regiones como el bulbo
olfatorio y las areas corticales en la capa ll/lll y V, a las 24 h la distribucion del metal
es mayor en caudoputamen e hipocampo, comparado con la corteza, siendo

confirmado en nuestros resultados.
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Figura 2. Concentracion de TI" en las diferentes regiones cerebrales. Se administrd
una sola dosis de TI" (32 mg/Kg, 24 h, i.p.). Las regiones cerebrales fueron corteza
(Cx), cerebelo (Ce), Hipocampo (Hp), Hipotalamo (Ht) y estriado (S). Las regiones
fueron analizadas por espectrometria de absorcion atdémica. Los datos son
expresados como la media = E.E. con una n = 5 experimentos independientes. *p<
0.05 representa la significancia contra el grupo control (S.S.). # p< 0.05 es la
diferencia entre el grupo de S.S. + TI" y el antagonista de los NMDAr (MK-801, 1
mg/Kg, i.p. 30 min). La prueba estadistica fue andlisis de varianza (ANOVA) de una
via seguida de la prueba de Tukey-Kramer.
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7.3 Peroxidacion de lipidos (PL)

La peroxidacion de lipidos (PL) se determiné en las diferentes regiones
cerebrales como un indice de dafio oxidante de los lipidos. Los niveles de PL se
calcularon en unidades de fluorescencia por mg de proteina; sin embargo, los
resultados se normalizaron para hacer mas objetiva la comparacion entre regiones y
los efectos farmacolégicos. Bajo las mismas condiciones experimentales empleadas
en este estudio, el TI" (grupo S.S. + TI") incremento significativamente la PL en Ce
(190 %), Hp (130 %) y S (50%), siendo las tres regiones las que presentaron la
mayor concentracion del metal. Mientras que en Ht y Cx no hubo cambios
significativos en este marcador. En el pre-tratamiento con MK-801 en el modelo de
intoxicacion por TI*, en comparacion con el grupo administrado solo con el metal, la
PL disminuy6 en Hp (95 %), Ce (91 %), Cx (67 %) y S (61 %), mientras que en Ht no
se observé un cambio significativo, aunque si se registré un incremento en el grupo
MK-801 + S.S. (39%) (Figura 3).

El TI" afecta el complejo 1l mitocondrial (SDH), el cual activa una disminucién
de ATP y del potencial de membrana mitocondrial, incrementando la produccion de
ERO. El déficit de energia hace que las neuronas sean mas vulnerables a los niveles
basales de glutamato enddgeno (excitotoxicidad secundaria). Nuestra propuesta en
este trabajo es que estos cambios llevan a la despolarizacion de la membrana
plasmatica, donde los NMDAr son sensibles a voltaje, por lo que el Mg®* podria
liberarse, permitiendo la entrada masiva de Ca®" intracelular a través de los canales
acoplados al receptor. EI MK-801, al ser el antagonista de los NMDAr, evita la

entrada de este ion y podria prevenir el dafio excitotoxico. Probablemente debido a
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esto, el MK-801 (administrado 1 mg/Kg y 30 min antes de administrar el TI")
disminuy6 la PL comparada con el grupo control. Algunos estudios han demostrado
la proteccion de MK-801 en diferentes modelos neurodegenerativos, y al parecer el
MK-801 per se solo evita la entrada de Ca**, pero ademéas cuando se administra TI",
la disminucion fue mayor en tres regiones: Ce, Hp y S (regiones que ademas

mostraron mayor peroxidacion y mayor concentracion de TI%).
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Figura 3. El MK-801 disminuye la peroxidacion de lipidos inducida por TI* en
diferentes regiones cerebrales. Las ratas fueron administradas con solucion salina
(S.S.) o MK-801 (1 mg/Kg, i.p. 30 min) antes de la administracion del metal (32
mg/Kg, i.p.) o S.S. como vehiculo. Veinticuatro horas después se disecaron las
regiones cerebrales: corteza (Cx), cerebelo (Ce), Hipocampo (Hp), Hipotalamo (Ht) y
estriado (S). Las regiones fueron analizadas por fluorescencia. Los datos fueron
expresados como la media £ E.E. con una n = 5 experimentos independientes. *p<
0.05 representa la significancia con el grupo control (S.S.), # p<0.05 diferencias
significativa con el grupo de SS+ TI*. La prueba estadistica fue andlisis de varianza
(ANOVA) de una via seguida de la prueba de Tukey-Kramer.



7.4 Niveles de glutation reducido en las diferentes regiones cerebrales de la rata
(GSH)

Los niveles de GSH, no mostraron diferencias significativas en las regiones
cerebrales en presencia de TI*, en comparacion con el grupo control, excepto en Ht
donde se observé un incremento del 43%. El grupo MK-801 + TI" no modificé los
niveles de GSH regional comparado con el grupo con TI* (S.S. + TI"). En las regiones
cerebrales como Hp (21 %), S (34 %) y Cx (40 %), se redujo considerablemente el
nivel de GSH en el grupo MK-801 + S.S. comparado con el grupo control. Sin
embargo, en Ht (28 %) y Ce (77 %), los niveles de GSH se incrementaron. Estos
efectos podrian sugerir mecanismos compensatorios y adaptativos para preservar la
homeostasis de GSH en la regulacion de la via redox (Figura 4).

En relacion a la interaccion TI" - GSH, ésta ha mostrado generar estrategias
para incrementar los niveles de GSH para proteger el dafio inducido por el metal, de
manera similar a como lo haria el metilmercurio (MeHg) (Kaur et al., 2006; Shanker,
2005), mientras que estudios in vitro e in vivo se ha demostrado la disminucion de
GSH como un aspecto crucial para mantener la homeostasis redox (Dringen et al.,
2005; Farina et al., 2013). Kaur et al (2006) observaron que los efectos toxicos del
MeHg sobre el GSH fueron diferenciales sobre las neuronas en comparacion con los
astrocitos cerebelares. Esto apoya el concepto de que la disminucién de GSH
incrementa la concentracion intracelular de MeHg en ambos tipos celulares, y por lo
tanto influye en la generacion de ERO. La diferencia del estatus celular de GSH
provee una posible explicacion para las diferencias de toxicidad neuronal y astroglial

inducida por MeHg, lo cual establece que la modulacién de los niveles de GSH
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efectivamente cambia la concentracion de MeHg y aumenta el riesgo de estrés
oxidante inducido por el metal. Asi, la disminucibn de GSH incrementa la
acumulacion de MeHg y aumenta el estrés oxidante inducido por el metal, y
contrariamente, la suplementacion con el precursor de GSH protege del dafio a la
exposicion de MeHg in vitro. Algo similar podria estar ocurriendo con el TI".

Con respecto al efecto del grupo que solo se administr6 con MK-801, se
observa que existe una atenuacion de la LP y del balance GSH/GSSG en areas
como Cx, Ce y S, mientras que en Ht hay un incremento de la LP. De acuerdo con la
hipétesis del efecto indirecto de la activacion de NMDAr por TI*, el Ht evoca
respuestas tanto excitatorias como inhibitorias sobre las neuronas histaminérgicas,
dopaminérgicas y serotoninérgicas. Esto podria deberse a la activacion
glutamatérgica de neuronas que contienen conexiones excitatorias e inhibitorias
(GABAEérgicas) (Yang y Hatton, 1997). Estos cambios diferenciales en las regiones
cerebrales se observaron en otros estudios bioquimicos realizados por Motawaj y
colaboradores (2010) en un modelo de la enfermedad de Alzheimer usando
memantina (otro antagonista de NMDAr), en el cual la actividad de los receptores
histaminérgicos aument6 solo en Ht cuando se administra memantina, siendo

protector en las regiones Cx, Hpy S.
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Figura 4. Niveles de glutation en las diferentes regiones cerebrales de la rata
después de la administracion de TI" y MK-801. El contenido de GSH fue estimado en
las diferentes regiones cerebrales: corteza (Cx), cerebelo (Ce), Hipocampo (Hp),
Hipotalamo (Ht) y estriado (S), por un método fluorométrico. Los datos fueron
expresados como la media £ E.E. con una n = 5 experimentos independientes. *p<
0.05 representa la significancia con el grupo control (S.S.), # p<0.05 diferencias
significativa con el grupo de SS + TI". El andlisis estadistico fue por ANOVA de una
via seguida de la prueba de Tukey.
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7.5 La actividad cerebral de glutation peroxidasa (GPx) después del tratamiento de
TI" y MK-801 en ratas

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que no existen cambios
en la actividad de GPx en los cuatro grupos evaluados en ninguna de las regiones
cerebrales de la rata, sugiriendo que esta enzima no participa en los cambios

oxidantes inducidos por TI" en este modelo (Figura 5).
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Figura 5. Actividad cerebral de la enzima glutation peroxidasa (GPx). Los niveles de
la enzima no fueron modificados ni por TI" ni por el antagonista de los NMDAr. Las
cinco regiones cerebrales fueron analizadas por un método fluorométrico. Los datos
son expresados como la media + E.E.

75



7.6 Estudio morfoldgico (Tincion H-E)

El efecto del MK-801 (1 mg/Kg, 30 min antes de la administracion de TI")
sobre las alteraciones histologicas en las regiones cerebrales: corteza (Cx), estriado
(S) e hipocampo (Hp) posterior a la intoxicacion por TI" (32 mg/Kg; 24 h) fue
explorado histolégicamente en el cerebro de ratas. Se presentan datos del grupo
control (S.S.+ S.S.), grupo con MK-801 + S.S., grupo de dafio S.S. + TI" y grupo con
el antagonista de los NMDAr y el inductor de dafio (MK-801 + TI"). El nimero de
ratas por cada grupo fue de 3 individuos. Las imagenes de la figura 6 se presentan
en un aumento 40X.

En los grupos S.S + S.S., MK-801 + S.S. y MK-801 + TI" se observan la
mayoria de las neuronas normales, bien conservadas en Cx y S. En cambio, en el
grupo con TI" hay retraccién nucleosomatica con picnosis y se observan varias
neuronas amorfas (1), asi como deslaminacién anormal.

En los grupos S.S. + S.S.; MK-801 + S.S. y MK-801 + TI" del hipocampo se
observan las células redondas del giro dentado, conservadas y bien organizadas,
mientras que en el grupo con TI" hay picnosis, retraccién nucleosomatica, células

amorfas y un ligero edema intersticial (*) (Figura 6).

7.7 Determinacion de la proteina &cida fibrilar glial (GFAP)

Se determiné el incremento en la aparicion de la proteina GFAP como
evidencia de astrogliosis en los cortes de cerebros después de los distintos
tratamientos. La figura 7 muestra el efecto del MK-801 (1 mg/Kg, 30 min antes de la

administracion de Tl+) sobre las alteraciones histolégicas en las regiones cerebrales
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(Cx, S y Hp) posterior a la intoxicacion por TI" (32 mg/Kg; 24 h). El nimero de ratas
estudiadas fue n= 3 por cada grupo.

Corteza: en los grupos S.S. + S.S., MK-801 + S.S. y MK-801 + TI" se observan
pocos astrocitos reactivos, mientras que en el grupo S.S. + TI" hay un incremento de
astrocitos reactivos (1).

Hipocampo: En los grupos S.S. + S.S., MK-801 + S.S. y MK-801 + TI
podemos observar pocos astrocitos reactivos. En el grupo de S.S. + TI" encontramos
un incremento en la expresion de GFAP (7).

Estriado: Los grupos S.S. + S.S. y MK-801 + TI" muestran una ligera expresion
de GFAP, pocos astrocitos reactivos y un ligero aumento de astrocitos. En el grupo
de S.S. + TI", la mayoria de los astrocitos son reactivos (1). Referente al grupo con
MK-801 + S.S, no se observaron cambios significativos.

La proliferacién de astrocitos ocurre secundariamente al dafio en el SNC. El
incremento de la tincibn de GFAP en las areas cerebrales estudiadas sugiere que
estas areas son un sitio importante de dafio cerebral debido a la administracion de

TI", mismo que se vio atenuado cuando se administré MK-801 (Figura 7).

7.8 Immunohistoquimica de caspasa 3

La figura 8 presenta imagenes representativas del efecto del MK-801 (1
mg/kg, 30 min antes de la administracion de TI*) sobre las alteraciones histoldgicas
en las regiones cerebrales Cx, S y Hp posterior a la intoxicacion por TI* (32 mg/kg; 24

h). El nimero de ratas fue de 3 por cada grupo.
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Corteza: En el grupo control, la mayoria de las neuronas presentan una
morfologia normal, conservadas y pocas neuronas expresan la proteina. En los
grupos MK-801 + S.S. y MK-801 + TI*, las neuronas también se observan con poca
expresion de la caspasa 3. En el grupo con S.S. + TI" se ve una elevada expresion
del marcador histoquimico (1).

Hipocampo: En los grupos S.S. + S.S.; MK-801 + S.S. y MK-801 + TI" se
observa una ligera expresion de la caspasa 3; sin embargo, en el grupo con S.S. +
TI" se observa una expresion muy incrementada de la proteina (1).

Estriado: En los grupos S.S. + S.S. y MK-801 + S.S. se observan pocas
neuronas expresando la proteina, mientras que en el grupo MK-801 + TI" se
incrementa ligeramente la expresion y en el grupo con S.S. + TI", las neuronas y

fibras expresan fuertemente la caspasa 3 (1) (Figura 8).

7.9 Immunoreactividad de caspasa 9

En la figura 9 se muestra el efecto del MK-801 (1 mg/Kg, 30 min antes de la
administracion de TI") sobre las alteraciones histoquimicas en las regiones
cerebrales Cx, S y Hp posterior a la intoxicacion de TI" (32 mg/Kg; 24 h). El nimero
de ratas fue n = 3 por cada grupo.

Corteza: En el grupo con S.S. + TI" se observa ligeramente incrementada la
expresion de esta proteina. Sin embargo, en los otros tres grupos se observa muy
poca expresion de la caspasa 9 (7).

Hipocampo: En todos los grupos se encontro ligera expresion de la caspasa 9.
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Estriado: En el grupo con S.S. + TI" encontramos un ligero incremento en la
expresion de caspasa 9 tanto en neuronas como en fibras (1). En los otros tres
grupos restantes se observé poca expresion de la proteina (Figura 9).

El bloqueo de los receptores NMDA por MK-801 muestra una atenuacion del
marcador pro-apoptético de las caspasas 3 y 9 en presencia de TI" involucrando

procesos apoptaticos vinculados a estos receptores en la intoxicacion por el metal.
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MK-801 + S.S.

S.S. + TI*

MK-801

TI*

Figura 6. Tincion H-E. Corteza frontal (Cx), hipocampo (Hp) y estriado (S).
Tratamientos: 1) Solucién salina (S.S.), 2) MK-801 (1 mg/Kg, i.p.30 min) + S.S.; 3)
S.S. + TI" (32 mg/Kg, i.p. 24 h), y 4) MK-801+TI". El tejido cerebral tiene apariencia
normal en el grupo control (S.S.). El grupo con TI" muestra una desorganizacion
celular y presencia de células picnoticas (flechas) en las tres regiones cerebrales. En
el grupo MK-801 + TI*, el dafio fue atenuado (40X).Escala de la barra (2.5um).
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GFAP

S.S. +S.8.

MK-801 + S.S.

S.S. +TI*

MK-801

TI*

Figura 7. GFAP. Corteza frontal (Cx), hipocampo (Hp) y estriado (S). Tratamientos:
1) Solucion salina (S.S.), 2) MK-801 (1 mg/Kg, i.p.30 min) + S.S.; 3) S.S. + TI" (32
mg/Kg, i.p. 24 h) y 4) MK-801 + TI". El grupo con TI" mostré immunoreactividad
positiva a GFAP (flechas), mientras que el grupo con MK-801 + TI" atenuta la

immunoreactividad (40X). Escala de la barra (2.5um).
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Figura 8. EI MK-801 atenua la activacibn de caspasa-3 en respuesta al dafio
producido por TI*. Corteza frontal (Cx), hipocampo (Hp) y estriado (S). Tratamientos:
1) Solucién salina (SS), 2) MK-801 (1 mg/Kg, i.p. 30 min) + S.S.; 3) SS + talio (32
mg/Kg, i.p. 24 h) y 4) MK-801+TI". El grupo tratado con TI" presenta un incremento a
la immunotincibn a caspasa-3 en las tres regiones cerebrales (flechas). La
administracién del antagonista al receptor NMDA disminuye el dafio producido por el
metal (40X). Edema (*).Escala de la barra (2.5um).
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CASPASA 9 Cx Hp S

S.S. +S.S.

MK-801 + S.S.

S.S.+TI*

MK-801

TI*

Figura 9. EI MK-801 atenua la activacibn de caspasa-9 en respuesta al dafio
producido por TI*. Corteza frontal (Cx), hipocampo (Hp) y estriado (S). Tratamientos:
1) Solucion salina (SS), 2) MK-801 (1 mg/Kg, i.p. 30 min) + SS; 3) SS + talio (32
mg/Kg, i.p. 24 h) y 4) MK-801 + TI. Se muestra una mayor immunoreactividad en el
grupo administrado con TI" en comparacién con los otros grupos en las tres regiones
cerebrales (flechas) (40X). Edema (*). Escala de la barra (2.5um).



8. DISCUSION

La toxicidad del TI" en las regiones cerebrales de la rata después de la
administracion aguda y sistémica del metal (i.p. x 24 h) a una dosis de 32 mg/Kg
(LDso: Rios y Monroy-Noyola, 1992) ha sido previamente demostrada. Un nuevo
mecanismo para la toxicidad de TI" es sugerido a través de la excesiva excitabilidad
de las células nerviosas como fuente de dafio del tejido. Los animales pre-tratados
con un potente antagonista de los NMDAr, el MK-801 (administrado 30 min antes del
metal) proveen evidencia de un componente glutamatérgico en la toxicidad producida

por el TI".

8.1 Distribucién diferencial del contenido de TI* en el cerebro de rata

En este estudio, el TI" se acumulé de manera diferencial en las cinco regiones
cerebrales de rata, siendo Hp, Ce y S las regiones que muestran el contenido del
metal mas alto. Esta distribucion heterogénea discrepa de algunos reportes previos,
en los cuales el TI*, a dosis menores (8 y 16 mg/Kg) y a un tiempo mas largo (7
dias), produjo una distribucion homogénea entre las regiones cerebrales (Galvan-
Arzate et al., 2005). La distribucion regional de TI" obedece a varios factores: la
dosis, el tiempo de administracion del metal y la edad de las ratas (Hasan y Ali, 1981,
Brown et al., 1985; Rios et al., 1989; Aoyama et al., 1998; Galvan-Arzate et al., 2000;
Eskandari et al., 2015). En nuestro estudio, el uso de una dosis LDsg (32 mg/Kg) fue
relevante como modelo téxico para producir un efecto mas toxico y rapido del metal.
El tiempo de eleccion del tratamiento fue de 24 h con la finalidad de garantizar el

efecto agudo y temprano.
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8.2 EI MK-801 atenua el contenido de TI" en las diferentes regiones cerebrales

La acumulacion de TI" en el cerebro se presenta de manera diferencial en el
cerebro de rata, donde Hp, Ce y S presentaron la mayor concentracion, como se
observd en reportes previos (Rios & Monroy 1993). El tiempo para este efecto fue
importante para dicha distribucion de acuerdo a los resultados de este estudio, asi
como lo reportado por Wanger y colaboradores (2012), mostrando que el TI" a los 5
min de la administracion se encuentra principalmente en el bulbo olfatorio y en las
areas corticales Il/lll y V, mientras que a las 24 h el metal se acumula mas en el
caudoputamen y el hipocampo. Otros metales como el Pb?*, el Hg* y el AP
mostraron también una acumulacién diferencial en las regiones cerebrales, siendo el
Hp la region mas sensible a estos (Kumar et al. 2009; Nihei & Guilarte 1999); de igual
manera, en nuestro estudio, el Hp es la regiéon cerebral que mayor contenido de TI
contiene.

La modulacion de NMDAr, receptores a AMPA/kainato y la actividad de los
receptores a GABA puede involucrar la accién de metales como zn*, Pb?*, Cu®,
Cd?* y Hg* (Sadiq et al., 2012). Sin embargo, con respecto al efecto de TI* sobre los
receptores glutamatérgicos, no existen reportes previos. Por su parte, el Pb?" y el
Zn?** han mostrado modular la expresién de NMDAr en Hp, incrementando la
expresion de la subunidad NMDAr-2A (Nihei y Guilarte, 1999; Nihei et al., 2000),
mientras que el Mn?* produce una respuesta dependiente de voltaje en los NMDAr
(Mayer y Westbrook, 1987). Este trabajo demuestra que el pretratamiento con MK-

801 en las ratas disminuye el contenido de TI* en las regiones con mayor contenido
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del metal, sugiriendo un mecanismo modulador de los NMDAr sobre la distribucion
del metal en el cerebro. Sin embargo, siendo este un concepto especulativo, requiere
de posterior demostracion. Con respecto a la memantina (otro antagonista de los
NMDA), ejerce un efecto neuroprotector sobre la actividad de la ATPasa Na'/K* en
los modelo de la enfermedad de Alzheimer (Zhang et al., 2013). El TI" muestra tener
gran afinidad por la ATPasa de Na'/K* por tener un radio atdbmico y valencia similar a
la del K*. Parecido a otros metales, el TI" podria también modular el canal asociado a
NMDAr en las células nerviosas. Si este fuera el caso, el MK-801 podria bloguear la
entrada del metal a la célula o al menos atenuar el dafio producido por el flujo de

ca®*

8.3 Las alteraciones motoras inducidas por TI" fueron atenuadas por MK-801

En este trabajo se encontr6 que los movimientos horizontales se
incrementaron por el tratamiento de TI*, produciendo un patrén de hiperactividad que
fue atenuado por la administracién de MK-801, posiblemente por la participacion de
los NMDAr. EI MK-801 ha mostrado proveer proteccion en la neurotoxicidad asociada
con modelos experimentales de la enfermedad de Parkinson, HD y epilepsia (Wang y
Qin, 2010; Sencer et al.,, 2008; Hardingham, 2009; Clarke, 1995). Este patron
temprano de hiperactividad se ha sugerido en las primeras fases de la HD, asi como
en el modelo de dicha enfermedad. Tal hiperactividad se produce por la toxina
mitocondrial 3-NP, la cual participa en la sobreactivacion de NMDAr a través de la

alteracion del potencial de membrana (Borlongan et al. 1997).
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8.4 EI MK-801 reduce el dafio oxidante producido por Tl

La toxicidad de TI" produce un incremento en la produccion de ERO y dafio
oxidante, en particular en la PL (Abdel-Daim y Abdou, 2015; Hanzel y Verstraeten
2006; Galvan-Arzate et al., 2005). Las alteraciones antioxidantes del sistema de
defensa en respuesta a los metales pesados, incluyendo el TI*, en las diferentes
regiones cerebrales han sido reportadas (Farina et al., 2013; Kumar et al., 2008;
Galvan-Arzate et al., 2005; Hasan y Ali, 1981; Yang y Hatton 1997). Hp, Ce y S
fueron las regiones mas susceptibles a la intoxicacion por TI" a las 24 h, y este efecto
es apoyado con previas observaciones en Ce y S (Villaverde et al. 2004). La PL
resulté mas alta para el MK-801 en comparacion con TI* y control, y este efecto
podria estar relacionado con las propiedades de balance del estado redox
(transferencia de electrones y la bioactividad de los metabolitos redox) que se han
reportado (Kovacic y Somanathan, 2010), lo que ayuda a explicar porgue los niveles
de GSH son afectados por MK-801 durante las primeras horas.

En reportes previos la disminucion de los niveles de GSH solo se mostraron
en S, alos 7 dias y a una dosis de 16 mg/Kg de TI" (Galvan-Arzate et al., 2005); sin
embargo, en este estudio no existen cambios en los niveles de GSH en otras
regiones cerebrales solo en Ht, encontrandose un incremento en su actividad. Este
efecto debe considerarse debido al tiempo més corto de exposicion (24 h) al metal,
involucrando mayores cambios agudos en el GSH enddgeno. Esto es contrastado
con la falta de cambio en la actividad de GPx, una enzima que emplea al GSH como

cofactor (Haidara et al., 1999). La actividad de GPx no mostré6 cambios en ninguna
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de las regiones cerebrales, sugiriendo que la conversion de GSH no involucra la
actividad enzimatica al tiempo investigado.

En relacion al efecto del MK-801 sobre los cambios en los niveles de GSH, se
encontré una disminucion de este antioxidante en Cx, Hp y S notablemente con el
incremento en Ce y Ht. Esta oscilacidon podria ser explicada como un proceso
adaptativo/compensatorio debido a la naturaleza redox moduladora del MK-801
(Kovacic y Somanathan, 2010), lo cual lamentablemente no discierne si estos

cambios son nocivos o solo son adaptativos.

8.5 La apoptosis producida por TI" fue atenuada por el MK-801

La apoptosis es un mecanismo regulado por varios miembros de la familia Bcl-
2, constituidas tanto por proteinas anti-apoptéticas (Bcl-2 y Bcl-xlI) como proteinas
pro-apoptéticas (Bad y Bax), el TI" disminuye la expresion de las proteinas anti-
apoptoéticas y aumenta la expresion de las proteinas pro-apoptéticas en células de
glioma C6, facilitando la liberacién del citocromo c de la mitocondria hacia el citosol,
lo que conlleva a la unién con el adaptador de la proteina APAF-1 y promueve la
activacion de caspasas (Chee-Fah et al., 2005). En estudios recientes en células
PC12 de rata, se observo que el TI" (I) produce apoptosis por la via intrinseca
mitocondrial dependiente de caspasas a través de la liberaciobn de citocromo c,
seguida de la activacion de las caspasas 9 y 3. Adicionalmente, el TI" (Ill) causa un
incremento de FAS, y posteriormente conduce a la activacion de caspasa 8 por la
activacion de la via extrinseca de apoptosis (Hanzel y Verstraeten 2009). En células

Jurkat, el metal produce apoptosis en (Bragadin et al., 2003).
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En este estudio, el TI" produce un aumento de las expresiones de caspasa 3 y
caspasa 9 en las diferentes regiones cerebrales, llevando a apoptosis. Este dafio fue
atenuado por la administracion de MK-801 en las regiones cerebrales estudiadas.

El MK-801 protege de la apoptosis en neuronas generada por estaurosporina,
indicando mecanismos de proteccion en la liberacion de citocromo ¢ y la activacion

de APAF-1y caspasa 9 (Lévillé et al., 2010).

8.6 El talio, la mitocondria y la excitotoxicidad

El TI' estimula el hinchamiento de las membranas intracelulares 'y
mitocondriales (Douglas, 1990; Zierold, 2000). Estos efectos ocurren
simultdneamente con un incremento de las concentraciones de Ca®* o Na*y con una
disminuciéon de K™ en hepatocitos tratados con TICI (Zierold 2000), acompafiado por
una deficiencia de ATP en las células tratadas con sales de TI" (Woods y Fowler,
1986). El hinchamiento mitocondrial debido a la permeabilidad de Ca®* es diferencial
en las regiones cerebrales, siendo el Hp mas vulnerable en comparacién con Cx y
Ce (Friberg et al., 1999). Korotkov (2009) report6 que el TI" disminuye el estado Il y
produce un hinchamiento mitocondrial por inhibicion de enzimas respiratorias. El TI"
afecta a los grupos sulfhidrilos, el hinchamiento mitocondrial y la respiracion
(Korotkov et al. 2014), asi como el dafio en la cadena de transporte de electrones en
las mitocondrias del higado en los complejos I, 1l y 1V, llevando a un incremento en la
produccion de ERO, al rompimiento de la fosforilacion oxidativa, la disminucion del
ATP, la diminucién en el radio de la tasa ATP/ADP, la permeabilidad mitocondrial y la

liberacion de citocromo c¢ (Eskandari et al., 2015). Nuestros resultados estan de
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acuerdo con la hipétesis de “excitotoxicidad secundaria”, la cual propone que la
pérdida de ATP es el resultado del dafio en la energia que lleva al rompimiento de la
actividad de las bombas i6nicas, resultando en la despolarizacion y la remocion del
Mg** de los NMDAr dependientes de voltaje (Beal et al., 1993). Este evento ocurre
con otras neurotoxinas como el 3-NP, el cual causa excitotoxicidad secundaria
(inhibicion primaria del complejo 1), siendo las neuronas mas vulnerables a los
niveles basales de glutamato, y llevando a la muerte celular (Pérez-De la Cruz y
Santamaria, 2007). Esto nos lleva a la hipotesis de que el TI" podria ejercer un efecto
similar sobre la funcién mitocondrial, como lo hacen las otras toxinas mitocondriales.
Preliminarmente, los hallazgos de este estudio proveen evidencia de una posible
participacion de TI" sobre eventos excitatorios en el cerebro de la rata.

Otra consideracion importante es que el MK-801 atenta los efectos
producidos por el TI" a las 24 h después de la administracion del metal. Esto es
relevante en el sentido de que las concentraciones mayores de Tl se encuentran a
las 24 h, mientras que los picos de concentracion para MK-801 en el cerebro se
llevan a cabo entre los 10 y 30 min después de su administraciéon (2 mg/Kg), con una
vida media de eliminacion de 1 a 2.05 h, respectivamente (Vezzani et al., 1989). Los
efectos preventivos del MK-801 sobre la intoxicacion de TI* involucran que las
acciones téxicas del metal se previenen durante las primeras horas en presencia del
MK-801 a través de la inhibicion de los NMDAr (proteccion aguda), aunque la
existencia de una posible interaccion quimica entre las dos moléculas durante las
primeras horas en las cuales ambas moléculas estan simultaneamente presentes en

el cerebro no puede ser descartado, en un posible escenario donde el TI" podria ser
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inactivado quimicamente por MK-801. Ambas posibilidades requieren de mayor
investigacion.

Los cambios morfologicos en las diferentes regiones cerebrales muestran
picnosis de las células solo en el grupo que se administré con TI* y no se observaron
cambios en el grupo MK-801 + TI". De igual forma para los astrocitos activos, el
grupo que solo fue administrado con TI" mostré mayor reactividad, sugiriendo que la
participacion de los NMDAr podria modular también las respuestas gliales. La
proliferacion de astrocitos ocurre secundariamente al dafio en el sistema nervioso
central. El incremento de la tincion de GFAP en las areas cerebrales estudiadas
sugiere que estas areas son un sitio importante de dafio cerebral debido a la
administracion de TI", y esto se vio atenuado cuando se administr6 MK-801.

La expresion de la caspasa 3 se observo en las tres regiones estudiadas por
la administracion de TI" en comparacién con el grupo MK-801 + TI*, en el cual se
observé una atenuacién en la expresion de dicha caspasa. Para la caspasa 9 la
expresion fue menor en comparacién con la caspasa 3. Este hallazgo pone de
manifiesto la ocurrencia de eventos apoptdticos en la toxicidad del TI" y su posible

prevencion por el bloqueo de NMDAr.
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ESQUEMA 9. PROPUESTA DEL EFECTO DEL MK-801 SOBRE LA TOXICIDAD
DEL TALIO.

El TI" promueve hinchamiento en las mitocondrias, dafio en los complejos |, Il y IV de
la cadena de transporte de electrones, llevando a la produccion de ERO, rompiendo
la fosforilacion oxidativa, la disminucién del ATP. La pérdida de ATP es el resultado
del dafio en la energia que lleva al rompimiento de la actividad de las bombas
i6nicas, resultando en la despolarizacién y la remocién del Mg®** de los NMDAr
dependientes de voltaje y la entrada de Ca®" al citoplasma celular, causando
excitotoxicidad secundaria. Por su parte, la administracion de TI" produce aumento
de ERO y la PL, ante esto existen mecanismos de defensa antioxidante de GSH
(aumento) y GPx (sin cambio significativo). El TI" produce dafio principalmente en
mitocondrias, aumentando las proteinas Bad y Bax y disminuyendo Bcl-2 y Bcl-xl,
provocando la liberacion de citocromo c, uniéndose al factor APAF1 y formando el
apoptosoma con la caspasa 9 y la activacion de caspasa 3 llevando a la apoptosis
(flechas azules). En este trabajo, el MK-801, antagonista de los NMDAr, disminuye la
concentracion de TI" en las diferentes regiones cerebrales y atenta los cambios
producidos por el metal (flechas rojas): PL, GSH, y la actividad de caspasas 9y 3
(flechas moradas). Parecido a otros metales, el TI* podria también modular el canal
asociado a NMDAr en las células nerviosas. Si este fuera el caso, el MK-801 podria
bloquear la entrada del metal a la célula o al menos atenuar el dafio producido por el
fluo de Ca?* (linea verde punteada). EI MK-801 ejerci6 efectos benéficos o
protectores sobre la intoxicacion por talio a nivel biogquimico, immunohistoquimico y
motor.
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9. CONCLUSION

El MK-801 ejercio efectos benéficos o protectores sobre la intoxicacion por
talio a nivel bioquimico, immunohistoquimico y motor. Nuestro estudio confirma los
efectos neuroprotectores de este antagonista de NMDAr y su importancia en el
estudio de posibles mecanismos que lleven al disefio de agentes terapéuticos para el
tratamiento de la intoxicacion por TI*. Debido a que la exposicion al metal responde a
diferentes fuentes ocupacionales, accidentales o intencionales, asi como a la
contaminacion ambiental, este estudio tiene relevancia en términos de aplicacién a
posteriori para la salud humana. Al no existir un tratamiento eficaz que evite la
redistribucién del metal hacia el SNC, es importante el desarrollo demas estudios que

contribuyan al mayor entendimiento de como el metal produce dafio en el SNC.
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10. PERSPECTIVAS

El estudio de los mecanismos de talio se enfoca a la posible terapia para evitar
los sintomas en el humano, y se debe considerar a futuro su toxicidad no soélo en la
ingesta accidental u ocupacional, sino como agente contaminante. Varios paises
reportan la presencia del metal en las masas de agua que son requeridas para riego
y consumo en humanos. Los efectos ambientales a largo plazo por el crecimiento en
la tecnologia con la aplicacion del TI™ llevan a proponer investigar el reciclaje de la
basura con el metal en las industrias.

A pesar de los mdltiples estudios realizados para el TI*, atn no se cuenta con
un tratamiento efectivo contra su intoxicacion debido a que aunque ya se han
utilizado quelantes para otros metales aplicables en humanos, estos redistribuyen al
TI" hacia otros o6rganos, principalmente a SNC, por lo que la busqueda de los
mecanismos implicados en su toxicidad y la identificacion de mecanismos para
atenuar su dafio son muy necesarios.

Todo esto, en conjunto, favorece el desarrollo de investigaciones mas
detalladas y especificas que identifiquen los mecanismos de accién de este y otros
metales en diferentes sistemas biologicos y el silenciamiento de las vias de
sefalizacion que se activen por el TI" en deterioro de la homeostasis celular. Nuestro
estudio continuara evaluando estas vias en sistemas in vitro y con mayores criterios

de control experimental.
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