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Jefatura de Posgrado

de HII'I)I('I(‘[{I
M. F. LAURA NALLELY ANAYA RAMOS
ALUMNA DOCTORADO EN FARMACIA

PRESENTE

Por este medio le informo que sesién ordinaria del Consejo Interno de Posgrado (CIP) celebrada
el dia 13 de octubre de 2021 se analiz6 su solicitud para asignacion de Comision Revisora y
Jurado revisor para la tesis titulada “Efecto antidoto de la metalotioneina en combinaciéon
con azul de Prusia en la taliotoxicosis aguda en rata”, después de analizar su solicitud el CIP
ratifica el jurado de tesis como se habia asignado previamente, quedando de la siguiente

manera:
1. Dr. Samuel Enoch Estrada Soto Presidente
2. Dra. Diana Lizbeth Gémez Galicia Secretaria
3. Dra. Sonia Galvan Arzate Vocal 1
4. Dr. Juan Gabriel Navarrete Vazquez Vocal 2
5. Dr. Sergio Montes Lopez Vocal 3
6. Dr. German Bernal Fernandez Suplente 1
7. Dr. Luis Camilo Rios Castafieda Suplente 2

Se le solicita que envié de manera electrénica una copia de la version final de su tesis para
complementar su expediente, asi como los votos aprobatorios que se firmaron en el periodo
anterior. Se recomienda solicitar nuevamente la firma de los votos aprobatorios al Jurado para
contar con la fecha reciente.

Esperando que esta resolucion sea en beneficio de su desempefio académico, y sin otro
particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente
Por una humanidad culta
Una universidad de excelencia

Dr. Sergio Alcala Alcala
Jefe del Posgrado en Farmacia

Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca Morelos, México, 62209. Facultad de Farmacia, Edificio 61 C
Tel. (777) 329 7000 Ext. 7986 /posgrado_ff@uaem.mx, maestriafarmacia@uaem.mx, doctoradofarmacia@uaem.mx EM
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

SERGIO ALCALA ALCALA | Fecha:2021-10-15 08:28:46 | Firmante
kMnxi64WClowMqgakjgpQ8zzmMqgSigOHBX1IV95/B7+Woqklw/8o/ttjykOk2zzSEWrGOKAcwptuM1NpbWx1Y6ujFyya+gjBkFOae0gFocdet2DV7wvM+M9bmwHSChhw4JORi9g7m
M9H+sTdnFAa8jCgKbls5XqgxtuEyqga8crbdrEEjbGJY9jlIMBIcJoPgThe7P73BOPdnVyw2gNdCCO6n1AZY C5Xv02gFQSkoOnODi7y5t02txWh2nHC3gClh4gR708/rxkl2bad4n7QKVu
VIS+STstkUgaF7/FnGcbJwNHSAmM7Zqe9iB5zbYnBHrOdawkeevMGnr9ZLIE7HeLIWOA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

F6wA040kg

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/Hc8GQ4tGLJIO6t2NWrt9ifg TISmiIWWNKE
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/Hc8GQ4tGLJ06t2NWrt9ifqT1SmiWWNKE
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de Fa rnlaCia UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL

Conocimiento al servicio de la salud ESTADO DE MORELOS

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Laura Nallely Anaya Ramos

Titulo de la tesis: “Efecto antidoto de la metalotioneina en combinacion
con azul de Prusia en la taliotoxicosis aguda en rata”

Grado a obtener:
__Maestria en Farmacia
x__ Doctorado en Farmacia
Miembro del jurado: Dr. Samuel Enoch Estrada Soto

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que
mi decision es:

La tesis:
_X_ Se aprueba tal como se presenta

Se rechaza

Observaciones (Solo en caso de rechazo):

Dr. Samuel Enoch Estrada Soto 19 de octubre del 2021



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

SAMUEL ENOCH ESTRADA SOTO | Fecha:2021-10-18 17:04:52 | Firmante
b1JR5hco7b7sVscEc2Yo5Yw+STnCAA2Rzh/EsQdhu8d8jxnYpDkk5AIGSikdUqi7xS20gStedz8Nct9tHv8H8mm269xuHjmsgDUXyk3kxCBmx/uTAAB8BB/Pgccu/wkC00kkCz/W2ol
YHHq+UiR+EftzvtsxSuyeDX549tjnICqrivRpplQJfrQX8Z0F3Cte2FVzEIMTgFgEJdxJWumRsYrMS1rFExzyejF48JZF400B 1tjp+ICEB8I9cC8rNwSLh/kDIco6I5id 1mPIMggsik7e+Ybb
2qVGepFogzWIUUCmMPaBgS4DHet9L THDJj+8r5HI9FF9AaBzlazDUzigVTuOQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

C4BXAlcMe

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/abYR9QGb4UdFZk51z9tudIAfct5n9qqZ
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/abYR9QGb4UdFZk51z9tudlAfct5n9qqZ
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de Fa rnlaCia UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL

Conocimiento al servicio de la salud ESTADO DE MORELOS

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Laura Nallely Anaya Ramos

Titulo de la tesis: “Efecto antidoto de la metalotioneina en combinacion
con azul de Prusia en la taliotoxicosis aguda en rata”

Grado a obtener:
__Maestria en Farmacia
x__ Doctorado en Farmacia
Miembro del jurado: Dra. Diana Lizbeth Gomez Galicia

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que
mi decision es:

La tesis:
_X_ Se aprueba tal como se presenta

Se rechaza

Observaciones (Solo en caso de rechazo):

Dra. Diana Lizbeth Gémez Galicia 19 de octubre del 2021



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

DIANA LIZBETH GOMEZ GALICIA | Fecha:2021-10-18 16:09:19 | Firmante
EnP418NC2mdWO0vr1Qgl007NsSQS+cDgSetl/pUk50yzBThxC7boEgzF1dM90U/bNgXzA8ZjgXGb2JpYnDWEbNMAJATkZ8IRGcaOERjstzEX8xb1VikbRsKzLpRuJu5PIdZW/Kd+
wbv6jk/GOY cbx3FKV+M801/BCmMNTOSINEMSOcwgJIKffsrrK2zHclpkgF3SnyvJOlddM4nfaMn4pbxRxMfT8u2qQFBcDOmBQaJledjN49NjRQp/UNrithxMSFc+mciDBI7e13P9hOIf+
9Z4z71j2Kz/34AKh6YWRPDUZXRVWC02FLUbEP52z2UIT8iuqSRclsqzF2DDvxffHx4aA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

fQIJRPopt4

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/U3YFKgCC9s8COONmMrIx66w2QtPQEtgNm
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/U3YFKgCC9s8C0ONmrlx66w2QtPQEtgNm
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Conocimiento al servicio de la salud ESTADO DE MORELOS

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Laura Nallely Anaya Ramos

Titulo de la tesis: “Efecto antidoto de la metalotioneina en combinacion
con azul de Prusia en la taliotoxicosis aguda en rata”

Grado a obtener:
__Maestria en Farmacia
x__ Doctorado en Farmacia
Miembro del jurado: Dra. Sonia Galvan Arzate

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que
mi decision es:

La tesis:
_X_ Se aprueba tal como se presenta

Se rechaza

Observaciones (Solo en caso de rechazo):

Dra. Sonia Galvan Arzate 19 de octubre del 2021



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

SONIA GALVAN ARZATE | Fecha:2021-10-20 10:57:50 | Firmante

dtcKMz53jA4TpTZegY XOQqBAFIrGY9GFSTxwnkrEs3fyYKEXCH7IWF17KQ+gzW7wmXdQ53Sk0fx8vhUjY56jsx4YgkVITfvgix20OINRAOIBRWH616gaSoAUwpCQuIKQ4UtpBOflvC
3ZJ9PsAWD6rJRtol+RWeY/ITqtFCRBo/Evt2ewj20j6RNHZOY gbex9MPHEGasdIHLA2uPqv7IivOWmrF+h5Sh43pODU1DQGYwjgbiVdmnGy5KH2gyBquAugqvbQ5LZOHITzZWFSV
5dVg89A+WjdfO6 TC11X42FOgeyG8BNVohS2fxmJzIZp7nAy8C2UeKcWcVOIMTKUWRCIZQQTA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

ZVMGyfhLW

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/ARxk1MtbyFnLx3UPImipdIWsCZESlaxU
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/ARxk1MtbyFnLx3UPlmipdIWsCZESlaxU
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Conocimiento al servicio de la salud ESTADO DE MORELOS

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Laura Nallely Anaya Ramos

Titulo de la tesis: “Efecto antidoto de la metalotioneina en combinacion
con azul de Prusia en la taliotoxicosis aguda en rata”

Grado a obtener:
__Maestria en Farmacia
x__ Doctorado en Farmacia
Miembro del jurado: Dr. Juan Gabriel Navarrete Vazquez

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que
mi decision es:

La tesis:
_X_ Se aprueba tal como se presenta

Se rechaza

Observaciones (Solo en caso de rechazo):

Dr. Juan Gabriel Navarrete Vazquez 18 de octubre del 2021



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

JUAN GABRIEL NAVARRETE VAZQUEZ | Fecha:2021-10-18 14:23:22 | Firmante

SlpfewoXTZwwifk Tm7my+Fj0X4WSgInUsZ0R/hXgKyriBsyC4D/oDgJglgNjRXkByYGKP06IvxPPZt01mdwOEpDQGE85VMyXe+gHJZ14VIPX0oQd+fv83Bk2tr31X0vX/DwOjOLUXTI
4fymPRI2Dgc1L8K0B2Af230APNCWLVStZ+Ino9nnimIbWDYs8YF5Q0fDGXzBRCU/ngP5FkaklAg4TLydVIFFPWDxrQWVkKOjJvsArJNdHQBDOBNUPATscSuc1P10SKOg60OEY
Tbh+RTKfvPBWU3gmo90Sho6bc9wns/7IhNjggCXAwlIfmIJh/kR2wjtXnDQcgVSMarQvu/VmA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

cROLtGfNn

https://efirma.uaem. mx/noRepud|o/eB|aAkjsPKJrWGeQCRoOkIgWrVrvI98H
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/eBiaAkjsPKjrw6e9CRo0kIgWrVrvl98H
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Conocimiento al servicio de la salud ESTADO DE MORELOS

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Laura Nallely Anaya Ramos

Titulo de la tesis: “Efecto antidoto de la metalotioneina en combinacion
con azul de Prusia en la taliotoxicosis aguda en rata”

Grado a obtener:
__Maestria en Farmacia
x__ Doctorado en Farmacia
Miembro del jurado: Dr. Sergio Montes Lopez

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que
mi decision es:

La tesis:
_X_ Se aprueba tal como se presenta

Se rechaza

Observaciones (Solo en caso de rechazo):

Dr. Sergio Montes Lopez 19 de octubre del 2021



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

SERGIO MONTES LOPEZ | Fecha:2021-10-18 21:49:26 | Firmante
EKR3YENYtB1/cYbB7nldZXShNixj89dh8N3Zf+roF4RxfdLZnWO06rnejakZ83KgABJSa2s8ghpsm3LDDhPKBgy2WCL2QgeFm462FS5z9jzuotOur7Skixl+XpYOh6uFt1zgEOQoWPg
nN4NUNdHX|jIrhM9zbIZt/N70mYwhKWtSmHAIPFHOjVHVwW5Zv4rjXCefdP28KapeY6LIWNbXISbvWZI3tNrg2uMJz7YeYME+6v50d2/LKileYOHIIXKsMo0zXXTviehw4AxPvdAKXo4
+wfjps3J/04Yj4+QUbX2dUz12aJgIwWFbaxRIn7WxtrOp/qZ9rZ+1CZnQhglzov+zwg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

jexWrRnkQ

Ot

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/y1Tjgwsuyt1B9SbITudMDXwfI5FrIGT6
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/y1Tjgwsuyt1B9SbITudMDXwfl5FrIGT6
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Conocimiento al servicio de la salud ESTADO DE MORELOS

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Laura Nallely Anaya Ramos

Titulo de la tesis: “Efecto antidoto de la metalotioneina en combinacion
con azul de Prusia en la taliotoxicosis aguda en rata”

Grado a obtener:
__Maestria en Farmacia
x__ Doctorado en Farmacia
Miembro del jurado: Dr. German Bernal Fernandez

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que
mi decision es:

La tesis:
_X_ Se aprueba tal como se presenta

Se rechaza

Observaciones (Solo en caso de rechazo):

Dr. German Bernal Fernandez 19 de octubre del 2021



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

GERMAN BERNAL FERNANDEZ | Fecha:2021-10-18 21:10:33 | Firmante
mHsjc3NYGjIHVWeVWj3XMjgcgbmuVomVpeQkv7J+6ZpRFYcDjJgYilVNOIdnTclSGnabCp9UuOPEec/5RgWemj2TvRVPTzo0Ng84DRb3IUPGFb4JSfgBjWpcAWWP9EaGfFKUC
TAjJfNDjNSEzWaNabr1l0bYN51h8tT8 T86MueKGPOYPQ43GAf7IIgMKsF8n6KPIKWYqlljit6 OGIWtRTjjOfw4zgGxUNUXOD1ET25uLHyP/gjwHf1XtcfulVLkO4APw70aYjO9BwBa4d4
Xw1XSawxpAPOSZCLWSsPkYI73+ahBPJX6HPO1RCYYcUztaOCVivLVoHrb8yznnwug5VmAHg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

KkybumwO4

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/gDgF7ZhpJVhs6COLPVURdXyjcpCFNDJI
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/gDgF7ZhpJVhs6C0LPVuRdXyjcpCFNDJI
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Conocimiento al servicio de la salud ESTADO DE MORELOS

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Laura Nallely Anaya Ramos

Titulo de la tesis: “Efecto antidoto de la metalotioneina en combinacion
con azul de Prusia en la taliotoxicosis aguda en rata”

Grado a obtener:
__Maestria en Farmacia
x__ Doctorado en Farmacia
Miembro del jurado: Dr. Luis Camilo Rios Castaneda

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que
mi decision es:

La tesis:
_X_ Se aprueba tal como se presenta

Se rechaza

Observaciones (Solo en caso de rechazo):

Dr. Luis Camilo Rios Castaneda 18 de octubre del 2021



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

LUIS CAMILO RIOS CASTANEDA | Fecha:2021-10-18 17:34:51 | Firmante
R1IBWYF4Yw0ZUJ8LjyErMXfRe/nfOX1zYTng0YB97X05jv38Q2/mgS5KZahiTUIUIq7+gmnFtCZMI6gawY XFYnPj1R/E9Z0zYI1KegHZbXnQLOHFpaDg+2pxGMGONYs92Crvw7bt
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Resumen

El talio (TI) es un metal altamente toxico, es considerado uno de los principales
contaminantes en la lista de la EPA (Agencia de Protecciéon Ambiental). La exposicion
humana a Tl ocurre a través del agua potable, alimentos contaminados y aerosoles. En
1973 la OMS y la EPA (1985) prohibieron el uso de sales de Tl como ingrediente activo
en raticidas (Zelio) debido a numerosos reportes de intoxicacion. En la actualidad el
azul de Prusia (AP) es el antidoto de eleccion segun la Food and Drug Administration
(FDA) con una eficacia del 70% contra la intoxicacion por Tl. El uso de este metal en la
industria ha incrementado, y con él los reportes de una emergente contaminacion
ambiental, a pesar de las directrices de la OMS, en los ultimos 13 afios (2008-2021) se
han presentado casos de envenenamiento accidental e intencional por Tl. Dicha
problematica insta a la necesidad de realizar estudios para determinar el impacto de los
mecanismos endoégenos y exdgenos que previenen la toxicidad del talio. Por ello el
presente estudio se enfoco en determinar el efecto citoprotector de la metalotioneina
(MT), una proteina con alta capacidad antioxidante y quelante. Para la realizaciéon de
este estudio se utilizaron ratas Wistar macho intoxicadas con acetato de talio (I) por via
i.p. a una dosis sub-letal de DL25 (16 mg/kg). Veinticuatro horas mas tarde, los animales
fueron administrados con MT dosis unica (100 o 600 ug) via i.p. mientras que el AP solo
en combinacién con MT se administré (50 mg/kg) via oral, dos veces al dia con un
intervalo de 8 h durante 4 dias. Las concentraciones de Tl disminuyeron en la mayoria
de los 6rganos (p <0,05) por efecto de AP solo o en combinaciéon con MT, mientras que
la MT sola disminuy6 las concentraciones de Tl en testiculos, bazo, pulmén e higado.
Asi mismo, el Tl cerebral también disminuy6 (p <0,05) por efecto de AP y MT solos o
en combinacién en la mayoria de las regiones analizadas (p <0,05). La mayor
disminucién de Tl se observo con la combinacion de antidotos. Los marcadores
plasmaticos de dafo renal aumentaron después de la administraciéon de Tl, mientras
que AP y MT, solos o en combinacion, impidieron el aumento de dichos marcadores.
Solo la MT aumenté los niveles de glutation reducido (GSH) en el rindn. Finalmente, se
observé un aumento de Nrf2 en higado y rifidn, después del tratamiento con MT sola o
en combinacion con AP. Los resultados mostraron que la administracion de MT sola o

en combinacion con AP generd un efecto citoprotector después de la exposicion a Tl.



Abstract

Thallium (Tl) is a highly toxic metal it is considered one of the main pollutants on the
environmental protection agency (EPA) list. Human exposure to Tl occurs through
drinking water, contaminated food, and aerosols. In 1973 the WHO and EPA banned
the sales use of Tl as an active ingredient in rodenticides (Zelio) because of many
poisoning reports. Despite the WHO guidelines, in the last 13 years (2008-2021)
there have been cases of accidental and intentional poisoning by Tl. Prussian blue
(AP) is the antidote choice according to the Food and Drug Administration (FDA),
with an efficacy of 70% against Tl poisoning. The use of this metal in industry has
increased, as well as the reports of emerging environmental contamination, it
represents a significant threat to human health. This problem shows the need to
study the impact of endogenous and exogenous mechanisms that prevent thallium
toxicity. Therefore, the present study focused on determining the cytoprotective
effect of metallothionein (MT), a protein with high antioxidant and chelating capacity.
The MT was tested, at two doses (100 and 600 pg/rat), Prussian blue (AP) (50
mg/kg) was administered alone or in combination with MT. Tl (16mg/kg) was injected
i.p. to Wistar rats. Antidotes were administered twice daily, starting 24 h after TI
injection, for 4 days. Tl concentrations diminished in most organs (p<0.05) by effect
of AP, alone or in combination with MT, whereas MT alone decreased TI
concentrations in testis, spleen, lung and liver. Likewise, brain thallium also
diminished (p<0.05) by effect of AP and MT alone or in combination in most of the
regions analyzed (p<0.05). The greatest diminution of Tl was achieved when the
antidotes were combined. Plasma markers of renal damage increased after TI
administration, while AP and MT, either alone or in combination, prevented the raise
of those markers. Only MT increased the levels of reduced glutathione (GSH) in the
kidney. Finally, increased Nrf2 was observed in liver and kidney, after treatment with
MT alone or in combination with AP. Results showed that MT alone or in combination
with AP is cytoprotective after thallium exposure.

VI



1 Introduccion

El talio (TI) es un metal que se distribuye ampliamente en el medio ambiente, se
encuentra en concentraciones traza en la corteza terrestre y es uno de los
principales contaminantes, junto con el cadmio y el mercurio en el listado de la EPA
(Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos) (2009). El Tl fue
descubierto por Williams Crookes en 1861 por espectroscopia, al analizar residuos
del proceso de obtencion del acido sulfurico (H2SO4) y debe su nombre a la palabra
griega thallos (tallo verde) debido al color en las lineas del espectro. En la tabla
periodica se expresa con el simbolo TI, su numero atédmico es 81 y pertenece a la
familia del grupo Ill A, junto con los metales; boro (B), aluminio (Al), galio (Ga) e
indio (In) (Prick, 1979).

Debido a la elevada toxicidad y caracteristicas fisicas (incoloro, inodoro e insipido)
el Tl se ha utilizado principalmente para la elaboracion de rodenticidas, generado
diversos casos de envenenamientos accidéntales, suicidas y homicidas (Luckit et
al. 1990; Al Hammouri et al. 2011). La dosis letal 50 (DLso) de Tl para humanos es
de 8 a 12 mg/Kg (Moeschlin 1980; Thompson 1981) y de 30 a 32 mg/Kg en el caso
de los roedores (Rios 1989). EI envenenamiento con Tl ocurre comunmente
después de la ingestion oral, inhalacion de polvo contaminado o después de la
absorcion cutanea, en casos severos puede llevar a la muerte en un periodo de 10
a 12 dias (Emsley 1978; Riyaz et al., 2012). El riesgo de exposicion a este metal en
animales y humanos sigue siendo un problema debido al uso del raticida “zelio” en
paises en vias de desarrollo y a la creciente utilizacion del Tl en la industria (Cheam
2001).

La similitud del radio i6nico entre el Tl y el potasio (K) (TI*=1.44 Ay K* = 1.33 A)
permite al Tl ser indistinguible por las membranas celulares y sustituir al K* celular
en la bomba Na-K-ATPasa (Mullins y Moore 1960; Gehring y Hammond 1966),
alterando vias metabdlicas esenciales como glucalisis, ciclo de Krebs y fosforilacion
oxidativa (Oehme 1967; Prick 1979). El Tl se distribuye ampliamente en todos los

1



organos, el cerebro presenta la concentracibn mas baja, sin embargo, este es el
organo blanco en la intoxicacion con Tl, observando una distribucion heterogénea
con concentraciones altas en hipotalamo y bajas en corteza. (Rauws 1974; Aoyama
1989; Rios et al., 1989) Clinicamente la triada clasica en la intoxicacion aguda por
Tl esta compuesta por gastroenteritis, polineuropatia y alopecia (Reed et al., 1963;
Prick 1979). Las secuelas clinicas mas frecuentes son insuficiencia renal,
insuficiencia cardiaca, alteraciones del sistema nervioso central (SNC) y ceguera.
En la intoxicacion por Tl el tratamiento farmacologico y no farmacologico esta
dirigido a la disminucion y excrecion de dicho metal del organismo (Reed et al.,
1963; Mulkey and Oehme 1993).

En modelos murinos se ha demostrado que los cuadros terapéuticos con base en
agentes quelantes son controvertidos, ya que pueden generar redistribucion del
metal hacia el cerebro, agravando la sintomatologia y provocando secuelas
neurologicas irreversibles (Rios y Monroy-Noyola 1992; Blanusa et al., 2005). En la
actualidad el azul de Prusia (AP) es el antidoto de eleccion segun la Food and Drug
Administration (FDA 2003) contra la intoxicacion por Tl, sin embargo, su eficacia es
de un 70%, por ello es necesario continuar con el estudio de nuevos antidotos que
no generen redistribucion al cerebro. Debido al efecto quelante y antioxidante que
se ha demostrado en las metalotioneinas (MTs) decidimos estudiarlas como un
posible antidoto frente a la intoxicacion aguda por TI.

Las MTs son proteinas intracelulares de bajo peso molecular (6-7 KDa) no
enzimaticas, 25-30% de sus aminoacidos son cisteinas que forman puentes
disulfuro y tienen alta afinidad por los metales (Kagi y Vallee 1960). En los
mamiferos se conocen cuatro isoformas: MT-I, MT-Il, MT-1ll y MT-IV, su distribucién
es ubicua y heterogénea, excepto la isoforma MT-IV que unicamente se ha
identificado en células epiteliales escamosas (Coyle et al., 2002). Las MT-l y MT-I
son inducibles y en condiciones fisiologicas las coordinan con Zinc y/o Cobre, sin
embargo, si existe una elevada concentracion de otros metales de transicion en el

medio, estos pueden reemplazar al Zinc y Cobre (Kagi y Kojima 1987; Vasak 2005).



Se ha demostrado que las MTs tienen diversas funciones, las de mayor interés para
este proyecto son: el control de los iones metalicos (Park et al., 2001; Kara et al.,
2005; Klaassen et al., 2009) y el atrapamiento de las especies reactivas de oxigeno
(Irato et al. 2001 Ruttkay et al., 2013).



2 Antecedentes

2.1 Generalidades

El talio (TI) fue descubierto y nombrado por Williams Crookes en 1861, es un metal
blando y maleable de color blanco-azulado, su nombre proviene del antiguo griego
(Thallos: tallos jovenes) ya que presenta una linea espectral de color verde brillante.
Por las caracteristicas fisicoquimicas el Tl, se ubica en el grupo IllIA de la tabla
periodica con el simbolo Tly el numero atdmico 81.

El Tl se encuentra distribuido ampliamente en el medio ambiente y esta presente en
una gran variedad de formaciones rocosas (granito, pirita, carbén y rocas
volcanicas), se estima que la concentracidn natural de este metal en agua dulce y
agua de mar es de 0.03 ppb, en la corteza terrestre la concentracion traza de este
metal oscila entre 0.3 y 0.5 pg/g (Ewers 1988; Mulkey y Oehme 1993; Peter y
Viraraghavan 2004). En el mundo hay pocas areas que poseen altas
concentraciones naturales de TI, entre ellas se encuentran la provincia sur
occidental de Guizhou en China, la mina Allchar en Kavadarci Macedonia,
Lengenbach en Suiza y Rotokawa en Nueva Zelanda.

2.2 Propiedades fisico-quimicas

El Tl puro es un metal blanco o gris azulado, suave, maleable e insoluble en agua,
tiende a formar compuestos estables con ligandos que se comporten como bases
blandas como el azufre. El Tl puede existir en dos estados: monovalente thallo, talio
(I, TI + 1 y trivalente thalli, talio (lll), Tl + 3 (Douglas et al., 1990; Mulkey y Oehme,
1993). El TI monovalente es un acido de Lewis (receptor de un par de electrones)
interactua mejor con restos inorganicos y organicos de azufre, carbono, foésforo y

arsénico como el par donador de electrones (base de Lewis) formando sulfato



(TI2SO4), carbonato (TI2CO3) y acetato (CH3COOTI) estos compuestos son

particularmente toxicos y estables en solucion acuosa, por otro lado el sulfuro (T1.S)

y yoduro (TIl) son poco solubles y por ello menos téxicos (Moeschlin, 1980; Galvan-

arzate y santamaria 1998; EPA 2009). Las caracteristicas fisicas y quimicas del Tl

se enlistan en la tabla 1.

Tabla 1. Propiedades fisicas y quimicas del Talio. Modificada de Nriagu, 1998; Peter y

Viraraghavan, 2004.

PROPIEDADES VALOR

Numero atémico
Configuracién electrénica
Spin

Afinidad electrénica
Masa atomica

Densidad (Kg/m®)

Radio atémico (pm)
Punto de fusién (C°)

Punto de ebullicién (C°)

Conductividad térmica a 300 K (W/mK)
Escala Pauling

Radio covalente del solo enlace (A)

AH atomizacion 298 k (KJ/mol)

AH vap a 298 k (kJ/mol)

Radio de Van Der waals (A)

81
[Xe] 4f5d°65°6p'

20
204.383
11850
170

304
1473

46.

1.62 (TI"); 2.04 (TF)
1.55

182.2

180.9

2.00



2.3 Obtencién y exposicion

El Tl es un subproducto de la produccién de cemento, también se puede obtener de
la fundicién de blendas y piritas para la refinacion de oro, plomo, cobre, hierro,
cadmio y zinc. El polvo generado en la combustidén de piritas puede ser procesado
para recuperar cantidades comerciales del metal o puede liberarse al medio
ambiente. (Twidwell y Beam, 2002; Peter y Viraraghavan, 2004). Solo en Estados
Unidos los procesos industriales liberan al aino cerca de 1000 toneladas de Tl al
medio ambiente (Kazantzis, 2000). Los casos de intoxicacién por exposicion
industrial de Tl se deben al contacto con la piel en procesos de produccién y
tratamiento de vidrio, a la inhalacion de polvos derivados del tostado de piritas, en
procesos de mineria y principalmente al consumo de alimentos cultivados en la
proximidad de plantas cementeras o industrias mineras (Schoer 1984; Bachanek et
al 2000; Peter y Viraraghavan, 2004)

El TI liberado durante la combustion de pirita para la fabricacion de cemento se
disemina en el aire, se deposita en suelos cercanos y es absorbido por las plantas
a través de las raices. Xiao y colaboradores (2004) determinaron niveles
significativamente elevados de Tl en especies como col, zanahoria, chile, arroz y
maiz. El estudio epidemioldgico realizado por Brockhaus (1981) a una poblacion
cercana a la planta cementera de Lengerich Alemania demostré que los altos
niveles de Tl en cabello y orina estaban asociados al consumo de frutas y verduras
cultivadas para consumo propio.

2.4 Usos

Desde 1883 las sales de Tl se utilizaron con fines cosméticos y medicinales para el
tratamiento de sifilis, sudores nocturnos, gonorrea, tuberculosis y tifia, muchos de
los tratamientos resultaron efectivos, sin embargo, fueron abandonados al observar

que los compuestos de Tl generaban toxicidad aun a dosis terapéuticas. (Marmo et



al., 1987; Delvalls et al., 1999). En 1920 surgieron los rodenticidas e insecticidas
con sales de Tl como ingrediente activo, el rodenticida mas conocido se
comercializo bajo el nombre “Zelio” y se mantuvo en el mercado por mas de 45 afios
(Prick, 1979; Nriagu, 1998). En los ultimos afios se ha observado un creciente uso
del Tl en la industria para la fabricacion de semiconductores, termdmetros de baja
temperatura, lentes Opticos, aleaciones, dispositivos electronicos y fibra Optica
(Kazantzis, 2000; Nriagu, 2003) asi como en la fabricacion de fuegos artificiales,
pigmentos y colorantes, se estima que la produccion global de Tl para estos usos
es de 15 toneladas por afo (Kazantzis, 2000; Hoffman, 2003). Los iones de talio
muestran excelentes propiedades de resonancia magnética nuclear (RMN), en la
medicina el Tl 201 se utiliza como sonda para emular la funcion biolégica del ion K
y evaluar la funcion del miocardio (B.H. Bulkey et al., 1975; Nriagu, 1998)

En 1972 Estados Unidos prohibio el uso de Tl en rodenticidas debido al elevado
riesgo de intoxicaciones accidentales en nifios y mascotas, si bien muchos paises
tomaron una postura similar respecto al uso de sales de TI, aun existen reportes de
intoxicaciones (Tabla 2) accidentales, intencionales (suicidas u homicidas), de
exposicion laboral, contaminacion o adulteracion de drogas de abuso y productos
herbales (Hirata et al; 1998; Ghaderi et al., 2015; Ghaderi et al., 2017;
Senthilkumaran et al., 2017).



Tabla 2. Casos de intoxicacion por Tl en los ultimos afios

PAIS ANO CASOS Neuropatia REFERENCIA
periférica
México 1990 50 v Rangel et al. 9
afos
Polonia 2001 Bachanek et al.
Israel 2000 1 V4 Atsmon et al.
U.S.A 2000 1 v Pau.
U.S.A 2002 7 V4 Rusyniak et al.
India 2003 1 N4 Misra et al
India 2004 26 e Saha et al.
US.A 2004 1 v Sharma et al.
U.S.A 2005 1 V4 Miller et al.
Taiwan 2005 2 N4 Kuo et al.
China 2006 2 V4 Tsai et al.
India 2006 1 N4 Jha et al.
China 2007 2 V4 LuClI et al.
Italia 2007 1 N4 Ammendola et al.
Argentina 2007 118 V4 Martinez et al. 20 afios
Iraq 2008 10 v CDC
Rusia 2008 ] ) Luzanovaetal 12
afos
Polonia 2008 | B Nocén et al.
Republica 2009 2 V4 Pelclova et al.
Checa
China 2010 1 N4 Chen et al.
Espaiia 2010 1 v
Iraq 2011 10 N4 Al Hammouri et al.
U.S.A. 2012 e Riyaz et al.
China 2012 14 v Sun et al.
Espaiia 2013 3 v Lopez segura N. et al
China 2014 9 v Zhang et al.
Eslovaquia 2015 1 N4 Sojakova et al.
México 2015 Viquez G. IMSS
Japon 2016 1 V4 Kuroda et al.
India 2017 1 N4 Senthilkumaran et al.
Japon 2017 1 v Yumoto et al



2.5 Toxicidad del Tl

El Tl se considera un metal acumulativo altamente toxico, numerosos estudios
indican que los compuestos de Tl se absorben facilmente en humanos y animales.
Este metal presenta una dosis letal 50 (DLso) menor que el Mercurio (Hg), Cadmio
(Cd), Plomo (Pb), Zinc (Zn) y Cobre (Cu) por ello es un contaminante prioritario para
la EPA. (Cheam, 2001). En humanos la DLso de Tl es de 8 a 12 mg/Kg de peso y
de 30 a 32 mg/Kg de peso en el caso de los roedores (Rios et al., 1989; Moeschlin,
1980; Thompson, 1981).

La exposicion humana a Tl puede tomar diferentes rutas: oral a través de la
ingestion de alimentos contaminados, dérmica o respiratoria por inhalacion de polvo
y humo contaminado (Cvjetko et al., 2010). Sin tratamiento la muerte generalmente
ocurre en un periodo de 10-12 dias, con excepciones documentadas donde la
muerte ha ocurrido en un periodo de 8-10 horas (IPCS, 1996; Al Hammouri et al.,
2011). La gravedad de la intoxicacion dependera de la cantidad de metal absorbido,
via de intoxicacion, tiempo de exposicion, edad, reaccion inmune y de la tolerancia
de cada individuo (Misra et al., 2003).

2.6 Absorcidn distribucion y excrecién de TI

Las sales de Tl son absorbidas por todas las rutas, sin embargo, la via oral a través
de la ingestion de productos contaminados es la mas comun en los reportes de
intoxicacion. La biodisponibilidad de sales de talio como el acetato, sulfato
carbonato y yodato excede el 90% (Hoffman, 2003). La vida 2 del Tl en humanos
es muy variable con rangos de 1-3 dias después de dosis bajas y de 1-1.7 dias
bajo tratamiento clinico intensivo tras la ingestion de una dosis potencialmente letal.
Estudios farmacocinéticos en rata prueban que la vida1/2 de este metal en sangre
total varia de 1.5 - 4 dias (Rauws, 1974; Repetto et al., 1998). El Tl se distribuye
rapidamente en el cuerpo desde la sangre hacia los tejidos con un volumen de



distribucion de 3.6 L/Kg a través de un modelo tricompartamental (Rauws, 1974; De
Groot et al., 1985).

En humanos y animales el Tl es capaz de atravesar la barrera placentaria y la
hematoencefalica (Hoffman, 2000; Gibson y Becker, 1970), su distribucién en el
organismo es heterogénea, presentando las concentraciones mas altas en riidén y
las mas bajas en cerebro, sin embrago, este ultimo es el 6rgano blanco en la
intoxicacion con Tl ya que genera neurodegeneracion, desmielinizacion vy
peroxidacion lipidica (Aoyama,1989; Galvan arzate et al., 2000; Leung y Ooi, 2000).
Al igual que el resto del organismo, el cerebro presenta una distribucion
heterogénea, de acuerdo a Rios y colaboradores (1989) 24 h después de la
administracion de (32 mg/kg) de Tl las concentraciones mas elevadas se encuentran
en hipotalamo y las mas bajas en corteza. De acuerdo a Galvan y Rios (1994) estas
diferencias estan relacionadas con el establecimiento de la BBB, que permite a ratas
adultas mostrar una distribucion de Tl dependiente de la region, mientras las ratas

recién nacidas presentan un contenido homogéneo en el cerebro.

En 1980 Van Kesteren describe la toxicocinética del Tl en un modelo de tres
compartimentos (Figura 1). La primera fase representa la distribucién intravascular
con una duracién aproximada de 4 h, la segunda fase corresponde a la distribucion
del Tl en el SNC con una duracion de hasta 48 h, generalmente la distribucion
finaliza en 24 h y da comienzo a la fase de eliminacién que puede verse modificada
si existe intervencidn médica farmacoldgica o no farmacolégica. Debido a que el Tl
es un elemento, no se metaboliza, no se sabe si in vivo este metal sea capaz de
transformarse de un estado de valencia a otro (Hollogginitas et al., 1980; EPA,
20009).

El Tl se excreta por sudor, saliva, lagrimas y leche materna, sin embargo, la principal
ruta de eliminacion es a través del rindn y tubo digestivo. Durante las primeras horas
la excrecion urinaria de Tl es alta y entre las 24-48 h la excrecion fecal juega un

papel importante. Se estima que en humanos la excrecion renal representa
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aproximadamente el 70 %, en contraste, ratas y conejos presentan una mayor
excrecion de Tl via fecal. La deposicion de Tl en cabello y ufias también es
considerada como una ruta de eliminacién (Thompson, 1981; Galvan Arzate y Santa
Maria, 1998; Kazantzis, 2007; IPCS, 1996).

Si bien el rindn juega un papel importante en la eliminacién de Tl también lo hace
en la reabsorcién, en conejo aproximadamente el 50% de la dosis filtrada es
reabsorbida en la nefrona a nivel de tubulo contorneado distal y proximal. Aunado a
la reabsorcidn renal se ha sugerido un mecanismo de reciclaje enteral, donde el
intestino grueso parece ser el area principal para la reabsorcion enteral y el reciclado
de iones de TI*', contribuyendo a la retencién corporal prolongada de este elemento
(Lund, 1956; Rauws 1974).

Ingestion y

!

Heces

\‘3
q
h

| e |
t
ﬁ:-
1
|

Orina

Figura 1. Distribucion y excrecién del talio. Modificada de Van Kesteren et al.,
1980.
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2.7 Mecanismo de accion del TI

El mecanismo de toxicidad se basa en la sustitucion e interferencia de Tl en
procesos vitales dependientes de potasio (K), gracias a la similitud de radio idnico
entre estos 2 metales (TI+ = 1.44 A y K+ = 1.33 A), dicha caracteristica permite al
Tl ser indistinguible por las membranas celulares e imitar la accion biolégica de los
iones K* (Figura 2). Se ha demostrado que el Tl remplaza al K* en la ATPasa Na*/K*
con una afinidad 10 veces mayor, de esta manera es transportado a través de las
membranas celulares (Britten y Blank,1968; Hoffman, 2003). Una vez dentro de la
célula el Tl genera efectos adversos en procesos bioquimicos centrales y alteracion
en rutas metabdlicas formadoras de sustratos de elevado contenido energético.

En la glucdlisis el Tl es capaz de sustituir al K* en la enzima piruvato cinasa con una
afinidad 50 veces mayor, inhibiendo la formacion de adenosin trifosfato (ATP) a
partir de fosfoenolpiruvato y adenosin difosfato (ADP) (Cavanagh, 1991; Kaye
1971). El efecto generado en la glucolisis continia en el ciclo de Krebs, con la
inhibicion de la enzima succinato deshidrogenasa por la union de Tl en sustitucion
del K* (Hassan et al 1977), otro efecto observado es la disminucién de flavin adenin
dinucledtido (FAD), substrato en la fosforilacién oxidativa (Appenroth 1999).
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GLUCOLISIS <:| (
Piruvatoquinasa

|:> CICLO DE KREBS
Succinatodeshidrogenasa

[cadena transportadora de e']

Y ¢

FOSFORILACION OXIDATIVA
FADH,

Figura 2. Mecanismo de accién del Ti

2.8 Estrés oxidativo y enzimas antioxidantes en la intoxicacion por
Ti

El estrés oxidativo es una condicion en la que ocurre un incremento excesivo en la
produccion de radicales libres o especies reactivas y una disminucion de los
sistemas antioxidantes endogenos. Normalmente las especies reactivas son
eliminadas por sistemas antioxidantes intracelulares, sin embargo, como resultado
de un proceso de envejecimiento normal o por algunas alteraciones patoldgicas,
estos mecanismos se encuentran dafiados. En el organismo, la perdida del balance

oxido-reduccion conduce a un dafo celular severo, en la intoxicacion por Tl el
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resultado neto de la inhibicion de enzimas en etapas cruciales como la Glucolisis,
ciclo de Krebs y fosforilacidn oxidativa, es la deficiencia en la produccién y utilizacion
de energia (Hoffman 2003). Dosis unicas de acetato de Tl (8 6 16 mg/kg i.p.) en
rata, generan un desequilibrio bioquimico entre la produccién excesiva de radicales
libres, especies reactivas de oxigeno ERO y la capacidad antioxidante del
organismo, provocando dafio oxidativo a biomoléculas y manteniendo a la célula en
un proceso constante de estrés oxidativo. En la taliotoxicosis el aumento de ERO;
radical superoxido (O.-2), radical hidroxilo (HO-) y peréxido de hidrogeno (H202) se
genera por el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa; estas especies
altamente reactivas oxidaran lipidos, generando el mayor dafio a la célula, ya que
promueven la peroxidacidn lipidica, que afecta acidos grasos poliinsaturados,
nucleotidos en el ADN, proteinas y carbohidratos (Galvan et al., 2000, 2005).

Galvan y colaboradores (1998) observaron un incremento de la peroxidacion lipidica
en dos regiones cerebrales (estriado y cerebelo) en ratas tratadas con 0.8 mg/kg de
Tl, mientras que una dosis mayor de 1.6 mg/kg de Tl generé aumento en la
peroxidacién de lipidos en todas las regiones cerebrales estudiadas. Por otro lado,
estudios tanto in vivo como in vitro mostraron que la exposicion a Tl disminuye la
actividad de la enzima antioxidante glutation peroxidasa (GPx) y la concentracion
de glutation reducido (GSH), in vivo la administracion de Tl en hamster generd
peroxidacién de lipidos, particularmente en rifidon, con una marcada disminucion de
lo niveles de GSH, asi como un agotamiento de GPx (Aoyama et al., 1988; Hanzel
et al., 2005). Por el contario, otro estudio in vivo demostré que 24 h después la
intoxicacion por Tl las concentraciones de GSH y GPx no disminuyeron en la corteza
renal, médula o regiones cerebrales, sin embargo, 7 dias después de la intoxicacion
si fue posible observar la disminucion de GSH en estriado, sugiriendo que la
expresion de marcadores de dafo oxidativo se establece con el tiempo. (Appenroth
y Winnefeld 1999; Galvan et al., 2005; Osorio et al., 2015, 2017).

Una vez, demostrada la asociacion entre la intoxicacion por TI, el establecimiento

del estrés oxidativo y la sobre produccion de ERO, es necesario explicar la funcion
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e importancia de las enzimas antioxidantes como mecanismo de defensa frente a la
taliotoxicosis. Algunos de los sistemas enzimaticos son: La superdxido dismutasa
(SOD) y la GPx. La SOD es una enzima capaz de catalizar la dismutacion de dos
radicales superoxido en oxigeno molecular y peroxido de hidrogeno. La enzima GPx
cataliza la oxidacion de glutation reducido (GSH) a glutation disulfuro (GSSG)
utilizando peréxido de hidrogeno, un importante agente oxidante. El GSH es un
tripéptido (glutamato, cisteina y glicina) sintetizado de novo en el citosol, donde el
primer paso en la sintesis de GSH es catalizado por la enzima L-glutamato L-
cisteina y-ligasa (GCL), para formar y-glutamil-cisteina. El GSH tiene una importante
funcién antioxidante, ya que ademas de ser sustrato para la GPx, posee la
capacidad de atrapar radicales HO- por si solo, debido al grupo tiol de su cisteina,
lo que le confiere alta nucleofilicidad convirtiéndolo en el tiol no proteico intracelular
mas importante (Valko et al., 2007; Monostori et al., 2009).

La GCL es la enzima limitante de la velocidad de sintesis del GSH, su expresién
responde al estrés oxidativo, en parte, porque esta regulada positivamente por el
factor nuclear eritroide-2 (Nrf2). La acumulacién nuclear de Nrf2 es un paso de
sefalizacion esencial para su funcion como factor de transcripcion, como respuesta
al estrés oxidante, el factor de transcripcion Nrf2 se trasloca al nucleo donde
requiere dimerizarse con pequefas proteinas homologas, como los factores de
transcripcion MAF, para lograr unirse al sitio promotor especifico de los elementos
de respuesta antioxidante (ARE) en el gen promotor (Kdnigsberg, 2007), y asi
ejercer su efecto inductor sobre la expresion de enzimas antioxidantes como GCL,
glutation S-transferasa (GST), UDP-glucorosil transferasa y SOD, GSH, GPx y
catalasa (CAT) (Nguyenet al., 2004; Lee y Johson, 2004; Vairetti, et al., 2021).

2.9 Cuadro clinico en la intoxicacion con Tl

La intoxicacion por Tl puede clasificarse como aguda, subcronica 6 cronica, segun

la via, la dosis y el tiempo de exposicion al metal, los sintomas son diversos e
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inespecificos ya que involucran la participaciéon de multiples 6rganos incluidos,
corazon, rifiones, sistema nervioso central y gastrointestinal (Tabla 3 y 4). En
humanos la triada clasica en la intoxicacion con Tl consta de: gastroenteritis,

piolineuropatia y alopecia (Kazantzis et al., 1986; Cvjetko et al.,2010)

En la intoxicacion aguada los sintomas gastrointestinales aparecen en las primeras
horas, los pacientes presentan dolor abdominal severo, vomito, nausea y diarrea;
por el contario estos sintomas son leves o inexistentes en la intoxicacion crénica.
Las secuelas clinicas mas frecuentes que se presentar en los pacientes, son la
insuficiencia renal, insuficiencia cardiaca, alteraciones mentales, neuropatia y
ceguera (Prick, 1979; Nogué et al., 1982; Mulkey y Oehme, 1993).
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Tabla 3. Sintomas de la intoxicacion por Tl detectados en paciente durante su

admision.
Si Numero de paciente
18nos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 "
Gastroenterologico
Dolor abdominal I S L 8
Nauseas/vomito o o e R 8
Constipacion T S T R R 8
Diarrea o« e o)
Neurologicos
Dolor en las extremidades e I I e I e e e e 7
inferiores
Dolor ascendente T SR S T SR T N B R 7
Debilidad . . . . . . . . . 9
Perdida de balance I . 5
Temblor e i . . 4
Movimientos involuntarios T oo o e . 4
Disfagia . . e o o . . o e 9
Dificultad para el habla e f e e % . . 5
Dolor de cabeza e 1 e f e e e e 7
Pérdida de conciencia o o o . 6
Convulsiones o« o e e . 5
Insomnio . T e . . . . . . . 9
Caracteristicas psicoticas . T oo . . 5
Problemas visuales
Vision doble e I 1 ¢ I 2
Agudeza visual anormal Tt - 1 1
Otras
Erupcién cutdnea o« o« 4
Dolor de pecho pleuritico S T RN B . 4
Opresion de pecho R L 7
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Tabla 4. Signos de la intoxicacién por Tl detectados en pacientes durante su
hospitalizacion. (Modificada de Al Hammouri 2011)

Sion Numero de paciente n
18nos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Alopecia en

piel, cabello y ufias . o o e o e+ e 7
Perdida del tercio lateral de las . . . . 4
cejas

Acné . 1
Decoloracion del cabello . o o e 4
Piel seca . 1
Descamacion de palmas y plantas  » I . 7
Lineas de Mess . 1
Lesiones accematosas .« e o« 4
Gastroenterologico

Glositis . 1
Estomatitis . 1
Sensibilidad abdominal e I e e e o« . 7
Proteccién abdominal e o 2
Sonidos intestinales hiperactivos . 1
Neurologicos

Ptosis A SR T B . 4
Examen neurologico anormal L . 8
Potencia anormal L . 8
Poder muscular Z LR G G SR SR CR 5/5
Propiocepcion deteriorada T f e e . 4
Sensacion de pinchazo T e e e . 4
deteriorado

Sensibilidad téctil activada S S B . 4
Reflejos anormales e o e o e e . 7
Reflejos tendinosos profundos 1 L Ll ]l e e | e
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2.9.1 Dérmicos

ElI Tl produce cambios en la dermis y sus derivados (cabello, ufias, sudor y glandulas
sebaceas), sin embargo, la alopecia es el signo mas caracteristico. La depilacion
comienza aproximadamente 10 dias después de la ingestion, la pérdida completa
del cabello se observa en 1 mes y su recuperacion se observa después de 2-3
meses (Prick, 1979; Mulkey y Oehme, 1993). Otros sintomas dérmicos incluyen
eritema palmar, acné y piel escamosa, estos se presentan de 2-3 semanas
posteriores a la intoxicacion (Mulkey y Oehme, 1993; cvjetko 2010). El crecimiento
de las uias de las manos también se ve afectado, la presencia de rayas blancas
transversales en las ufias (lineas de Mee) es caracteristica pero no especifica de la
intoxicacion con TI (Prick, 1979; Mulkey y Oehme, 1993; Galvan-Arzate y
santamaria, 1998; cvjetko, 2010 ).

2.9.2 Gastrointestinales

La ingestion oral de sales de Tl genera inflamacion en estructuras de primer
contacto, causando glositis, faringoesofaguitis, gastritis y colitis. Las primeras horas
de la intoxicacion cursan con dolor abdominal y hemorragia gastrointestinal, 3-4 dias
después de la intoxicacion se presentan nauseas y vomitos precedidos de depresion
de la motilidad intestinal y estrefiimiento (Prick, 1979; Mulkey y Oehme, 1993).

2.9.3 Renales

El dafio renal se observa 2 semanas después de la intoxicacion, presentando
albuminuria, hematuria y perdida de hierro, asi como presencia de leucocitos y
cilindros en el sedimento urinario. La excrecion renal de sales de talio es lenta y
puede ser detectada cuatro semanas después de la intoxicacidon (Reed et al., 1963;
Prick, 1979). Diversos estudios han demostrado que el estrés oxidativo es un
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mecanismo importante de dafio, que conduce a la disfuncion renal en nifios y
adultos expuestos a Tl (Osorio-Rico, et al., 2017; Duan W, et al., 2020). La
administracion de dosis altas de Tl (30 mg / kg durante 4 dias) aumenté la actividad
de aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT) en suero
(Leung y Ooi 2000).

In vivo la administracion de Tl en hamster generd peroxidacion de lipidos,
particularmente en rifidn, con una marcada disminucion de lo niveles de GSH, asi
como un agotamiento de GPx, sin embargo, un estudio realizado 24 he después de
la intoxicacion por Tl mostro un comportamiento diferente, ya que no se observaron
disminuciones de GSH ni GPx en corteza renal, demostrando la importancia del
tiempo en el establecimiento del dafio renal por estrés oxidativo (Aoyama et al.,
1988; Appenroth y Winnefeld 1999; Galvan et al., 2005; Osorio et al., 2017).

2.9.4 Cardiovasculares

Taquicardia sinusal, pulso irregular, hipertension y dolor parecido a la angina de
pecho se han reportado 2 semanas después de la intoxicaciéon, los trastornos
circulatorios pueden generar disnea severa, cianosis y muerte (Reed et al., 1963;
Prick, 1979).

2.9.5 Sistema nervioso

De 2 a 5 dias después de la intoxicacién aguda y posterior a los sintomas gastricos
ocurren las manifestaciones neurologicas caracterizadas por una neuropatia
periférica dolorosa, parestesia de las extremidades inferiores, ataxia y temblores.
Es frecuente el dolor de cabeza cronico, ansiedad, insomnio, irritabilidad,
alucinaciones, delirio, convulsiones y coma (Davis et al.,1981; Galvan-Arzate y
santamaria, 1998; Kuo et al., 2005) En la intoxicacion cronica, la ataxia y la

parestesia pueden ser los sintomas sobresalientes, con el tiempo la parestesia
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puede progresar a una neuropatia periférica evidente con debilidad y atrofia de la
musculatura asociada (Dumitru y kalantri.,1990; Mulkey y Oehme, 1993; Hoffman
2003). La neuropatia de la intoxicacion con Tl puede ser erroneamente
diagnosticada como sindrome de Guillain-Barré (SGB) debido a la similitud de los
sintomas caracteristicos de esta enfermedad (Jha et al., 2006)

2.10 Histopatologia de la intoxicacion por talio

Experimentos con animales, han demostrado alteraciones morfologicas celulares
en el sistema nervioso, rifion, intestino e higado originados por intoxicaciones con
sales de talio, se demostré por microscopicoscopia Optica y electronica que los

organelos citoplasmaticos mas afectados son las mitocondrias.

En células ganglionares el Tl provoca alteraciones morfologicas principales que se
caracterizan por vacuolas, mitocondrias dilatadas y desmielinizacion de los axones
(degeneraciéon de las células de Schwann, estos cambios morfologicos
desencadenan una evidente axonopatia degenerativa en los nervios mas largos del
organismo (Reed et al., 1963; Cavanagh et al., 1974; Prick, 1979).

2.11 Diagnéstico

El diagndstico se basa en una presentacion clinica caracteristica; gastroenteritis,
polineuropatia y alopecia, sin embargo, el diagndstico definitivo solo puede
establecerse al demostrar concentraciones elevadas de Tl en el cabello, las ufias,
las heces, la saliva, la sangre o la orina (Mulkey y Oehme, 1993). La prueba
estandar se realiza por espectroscopia de absorcién atomica en una coleccion de
orina de 24 horas (Wakid NW y Cortas NK, 1984) Los valores normales de orina
estan por debajo de 5 pg/L.
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La seleccion de métodos analiticos debe realizarse cuidadosamente de acuerdo al
tipo de muestra en la que se debe estimar el Tl. Para determinar la presencia de Tl
en muestras de agua, la titulacién amperométrica o ICP-MS puede ser util. Plasma
de acoplamiento inductivo: la espectrometria de emision atomica (ICP-AES) es util
para analizar materiales bioldgicos y particulas de aire. El ICP-MS puede usarse
también para el analisis de rocas. Los métodos rutinarios en uso son GFAAS
(espectrometria de emision atémica de horno de grafito), DPASV, ICP-MS vy
fotometria. (Saha, 2005). El diagnostico de taliotoxicosis se debe establecer de
manera rapida y acertada pues la eleccion y comienzo oportuno del tratamiento son

importantes para prevenir la muerte y dafio neuroldgico irreversible en el paciente.

2.12 Tratamientos

El objetivo principal del tratamiento meédico y farmacologico contra la intoxicacion por TI
esta orientado a reducir los niveles del metal, aumentando su excrecion a través de
rinones y tracto gastrointestinal, disminuyendo asi signos y sintomas de la intoxicacion.
Tras una intoxicacion aguda con sales de Tl, Chamberlain y colaboradores (1958)
sugieren realizar un lavado gastrico, seguido de la administracién de carbon activado
0.5 mg/kg por via oral dos veces al dia durante 5 dias. La dialisis peritoneal no se
emplea con frecuencia, ya que presenta niveles bajos de excrecion y no se consigue
eliminar de manera efectiva el metal (Moeschlin, 1980). La diuresis forzada en
combinacion con la hemodialisis (HD) logran solo la eliminacion del 43% del metal
ingerido en un lapso de 3-7 dias (Barcknow y Jenss, 1976). Estudios de casos clinicos
han demostrado que el tratamiento temprano con carbén activado en combinacion con
tratamientos extracorporeos, como hemodialisis, hemoperfusion (HP) y hemofiltracion
venovenosa continua (HVC), puede reducir rapidamente los toxicos circulantes y
mejorar la eficacia terapéutica. (Hoffman, 1999; Misra, 2003; Zhang, 2014).

Como parte del tratamiento farmacoldgico el Azul de Prusia administrado por via oral
genera la absorcion del 60-70% de Tl durante el ciclo entero hepatico (Kamerbeek et
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al., 1971) y es considerado el antidoto de eleccion por la FDA (2003). Se ha estudiado
el uso de agentes quelantes exdgenos como; el dimercaprol (BAL), ditizona, ditiocarb y
D-penicilamina entre otros como posibles antidotos contra la intoxicacion por TI
(Paulson et al., 1972; Lehman y Favari 1985), sin embargo, su efecto terapéutico no ha
sido eficaz y en algunos casos se ha generado redistribucion del metal hacia el cerebro,
agravando la sintomatologia neurolégica (Bendl, 1969; Galvan-Arzate y Santamaria,
1998; Hoffamn 2003; Rusyniak et al., 2003; Montes et al.,2007). Se ha propuesto a las
metaloproteinas como posibles agentes quelantes. Estudios in vivo demostraron la
capacidad quelante de las metalotioneinas | y Il frente los metales Cd y Tl, sin embargo,
estos estudios no evaluaron el efecto quelante multiorganico ni el posible efecto

redistributivo de los metales al cerebro (Méndez et al, 2003, Kilic y Kutlu, 2010).

2.12.1 Azul de Prusia

El azul de Prusia (AP), también llamado azul de Paris y azul de Berlin es una sustancia
azul obscura utilizada comunmente como pigmento, fue descubierto en 1704 por el
quimico Heinrich Diesbach en la ciudad de Berlin. EI AP quimicamente se denomina
hexacianoferrato Il férrico con la férmula empirica Fe4lll [Fell (CN)6]3 (Monona, 1994)
y en forma de sal se denomina hexacianoferrato Il férrico de potasio KFe3lll [Fell
(CN)613.

El hexacianoferrato Il férrico potasico consiste en una red cristalina con la capacidad
de intercambiar iones metalicos univalentes como cesio y talio, (Kourim et al., 1964;
Nigrovic, 1965). Kravzov y colaboradores (1993) demostraron in vitro que la eficacia
del AP se ve alterada por el tamafo de particula, a menor tamafio mayor es el area de
superficie, aumentando asi la absorcion de Tl. La administracion oral de 250 mg/kg/dia
de AP aumenta la excrecidon de Tl por las heces, mediante el intercambio del potasio
en la superficie de los cristales de hexacianoferrato |l férrico potasico durante el ciclo
entero-enteral del TI* en el intestino y disminuye la vida media del metal de 3.5 dias a
1.8 dias (Heydlauf, 1969; Kamerbeek et al., 1971; Stevens et al., 1974). Estudios in
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vitro, in vivo y reportes de casos en humanos han demostrado la eficacia y seguridad
del uso de AP, por ello la FDA (2003) lo ha aprobado como el antidoto de eleccion
contra la taliotoxicosis (Lehmann y Favare, 1985; Rios y Noyola, 1992; Sojakova et al,
2015).

2.13 Metalotioneinas

Las metalotioeneinas (MTs) son proteinas intacelulares no enzimaticas, su peso
molecular es de 6-7 KDa y constan de 61 a 68 aminoacidos de los cuales el 30%
son cisteinas, en su estructura no presentan aminoacidos aromaticos ni histidinas
(Kagi J y Vallee B, 1960). Las MTs fueros descubiertas por Margoshes y Vallee
(1957), quienes las describieron como proteinas fijadoras de cadmio (Cd) en la
corteza renal de los equinos. Las cisteinas presentes en las MTs forman puentes
disulfuro y tienen alta afinidad por los metales que se encuentran coordinados en
dos estructuras en forma de cluster metal-tiolato (Kagi & Valle, 1960).

2.13.1 Isoformas de las MTs

Se conocen 15 familias de MTs, la familia 1 corresponde a los mamiferos y en ella
se encuentran cuatro isoformas: MT-I, MT-Il, MT-IIl' Y MT-IV (Palacios et al., 2011).
Los genes que codifican cada una de las isoformas se encuentran en el cromosoma
16 en humanos (Penkowa, 2006). A pesar de las diferencias entre especies, todas
las MTs comparten algunas caracteristicas importantes, quimicamente presentan
dos componentes, un componente polipeptidico y otro metalico, asi como un
elevado grado de similitud en la secuencia de aminoacidos, donde las cisteinas se
agrupan en secuencias de tipo cys-x-cys, cys-cys Yy cys-x-y-cys donde “X” e “y” son
aminoacidos distintos a la cisteina (kagi y Schaffer, 1988).
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2.13.2 Distribucion de las MTs en el organismo

Las MTs son proteinas principalmente citoplasmaticas, sin embrago, también se
han detectado en fracciones mitocondriales, nucleo y lisosomas (Porter, 1974;
Riordan y Richards, 1980; Cherian, 1994). MT-l y MT-Il se expresan de manera
coordinada y ubicua, su distribucion es heterogénea y predominante en érganos
parenquimatosos como el higado, riiidn, intestino, testiculos, pulmén, corazén y en
menor medida en cerebro (Zelazowski y piotrowski, 1977; Onosaka et al., 1984;
yagle and palmiter, 1985; Hidalgo et al., 2001). En el cerebro la MT-l y MT-II estan
presentes en los astrocitos, dichas isoformas se han detectado en menor medida
en neuronas, células ependimales, epiteliales del plexo coroideo y células
meningeas de la piamadre (Hidalgo et al., 2001). La MT-lll presenta una distribucion
mas restringida expresandose fundamentalmente en SNC, también se han
detectado cantidades significativamente menores en tractos reproductores
(masculinos y femeninos), lengua y estomago (Palmiter et al., 1992; Moffat y
Séguin,1999). Por otro lado, la MT-IV se expresa unicamente en epitelio escamoso
estratificado (Quaife et al., 1994; Coyle et al., 2002).

2.13.3 Estructura de MT-I /MT-ll y su unién a metales

En los mamiferos las isoformas MT-I y MT-II constan de 61 a 62 aminoacidos, la
secuencia de los mismos y la union a metales condicionan la formacién de la
estructura terciaria (Figura 3. A) La utilizacion de técnicas espectroscopicas y
espectrometrias permitio conocer la estructura espacial y ha sido crucial para
comprender el comportamiento de las MTs frente a diferentes tipos de iones
metalicos (Vasak et al., 1994; Robbins et al., 1991; palacios et al., 2011).

Fisiolégicamente las MT-1 y MT-Il se encuentran unidas a 7 atomos de Zn o Cu. La
unidén de metales divalentes 0 monovalentes se da a través de las cisteinas y esta
coordinada en dos clusters metal-tiolato, el cluster mas cercano al carbono terminal

se encuentra ubicado en el dominio a y el mas cercano al amino terminal se
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encuentra en el dominio [, dichos clusters son capaces de coordinar
respectivamente 4 y 3 iones metalicos divalentes o 6 iones metalicos monovalentes
(Figura 3 B). Los dominios a y B se unen entre si por un loop flexible. (winge y
Miklossy, 1982; kagi, 1993; Chan et al., 2002; Vasak, 2005).

A) B)
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Figura 3. A) Caracterizacion estructural y secuencia de aminoacidos del dominio a
y B de la MT-2 de rata, utilizando la base de datos (Modificada de Babula et al.,
2012). B) Union de cisteinas a iones metalicos Zn, en los dominios a y 3 (Nielsen et
al., 2006).

En condiciones fisiologicas las MTs suelen coordinar Zinc y/o Cobre, sin embargo,
el contenido metalico puede variar en funcion al tejido, la situacion fisiologica y las
condiciones ambientales, si existe una elevada concentracion de otros metales
pesados en el medio (Cd,Hg) estos podran remplazar a los fisiologicos. La unién de
metales por afinidad a las MTs es la siguiente: Zn (II) <Pb (Il), <Cd (ll), <Cu (I), < Ag
(I, < Hg (Il), < Bi (Il) (Kagi & Kojima, 1987), dicha union a metales puede ser
reversible bajo ciertas circunstancias, como un descenso de pH o una variacion en

el estado redox (Nielson et al., 1985).
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2.13.4 Inductores de las MT-l y MT-lI

La induccion de MTs resulta de la interaccion de estimulos especificos con
elementos de respuesta (RE) en el gen promotor, se conocen cuatro RE; 1)
elementos de respuesta a metal (MRE), 2) elementos de respuesta a
glucocorticoides (GRE), 3) elementos activados por transductores de sefial y
activadores de transcripcion (STAT), 4) elementos de respuesta antioxidante (ARE)
(Searle et al., 1984; Oh et al., 1978; Andrews, 2000; Sabolic et al., 2010). Los
principales inductores de MT-l1 y MT-Il se clasifican en: metales, antibidticos,
agentes citotoxicos, agentes estresantes, hormonas y factores de crecimiento entre
otros (Tabla 5), generando una induccion heterogénea ya que no todos tejidos
responden igual ante un mismo estimulo, (Kagi, 1993; Davis y Cousins 2000;
Ruttkay et al., 2013).

Tabla 5 Agentes inductores de las MT-I, Il in vitro y/o in vivo (Modificada de Kagi, 1993).

Clasificacion de Inductores Ejemplos

Metales Cd, Zn, Cu, Hg, Au, Ag, Co, Ni, Bi

Antibiéticos Estreptozotocina
Cicloheximida

LPS
Dexametasona
Turpentina

IL-1

IL.6

TNF a

Agentes inflamatorios y citoquinas

Hidrocarburos

Etanol

Agentes citotoxicos Isopropanol

Cloroformo
Tetracloruro de carbono
EDTA

Deprivaciéon
Agentes estresantes Inflamacion
Inmovilizacién
Iradiacion

Glucocorticoides
Progesterona
Estrogenos
Hormonas y factores de Crecimiento Catecolaminas
Glucagoén
Insulina
Angiotensina Il
IGF-1
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2.13.5 Induccién de MT-l y MT-Il por metales

Las MTs se han propuesto como bioindicadores de exposicion y contaminacion por
iones metalicos ya que los metales de transicién son potentes inductores de MT-1y
MT-II, dicha induccion se da gracias a la union del factor de transcripcion MTF-1 a
los MRE en el gen promotor. Estudios in vitro con células hepaticas han demostrado
la induccion de MT-I y MT-Il frente a la exposicion a metales, de igual manera la
administracion in vivo de Zn, Cu, Cd, Co, Bi, Ag, Hg i.p. indujo la expresién de MTs,
principalmente en higado, pancreas y rifion. La presencia de Zn y Cu en la dieta
también puede modular la expresion de MTs (Durnam y palmiter, 1981; Bittel et al.,
1998; Ribas, 2010; Sabolic et al., 2010).

2.13.6 Funciones de las MTs

Han transcurrido mas de 60 anos desde el descubrimiento de las MTs por
Margoshes y Vallee (1957), numerosos estudios han permitido conocer las
propiedades estructurales, localizacién e inductores de dichas proteinas, sin
embargo, su funcién es aun materia de discusion. Se han propuesto numerosas
funciones en las que las MTs podrian participar, Sabolic y colaboradores (2010)
recopilan y enumeran ocho : (1) homeostasis, almacenamiento y transporte de
metales esenciales, como Zn y Cu, (2) Donacion de Zn y Cu a metaloproteinas,
factores de transcripcion y enzimas, (3) Provision de ZN y Cu durante la
diferenciacion celular y desarrollo de drganos durante periodos prenatales y
perinatales, (4) contribucion a la genotoxicidad y carcinogenicidad, (5) reparacion y
regeneracion celular después de la extirpacién de un 6rgano o lesién quimica, (6)
Proteccion contra la toxicidad de metales al actuar como quelante, previniendo dafo
en la estructura y funcion celular, (7) eliminacion de radicales libres generados en
el metabolismo normal o en el estrés oxidativo inducido por metales tdxicos,
sustancia no metalicas, inflamacion o dafo fisico, (8) proteccion en

neurodegeneracion y otras enfermedades.
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Las funciones de las MTs de mamiferos propuestas anteriormente han sido
discutidas en diversos articulos de revision, sin embargo, la actividad quelante,
antioxidante, y neuroprotectora son las de mayor relevancia en este estudio.
(Cherian 1994; Moffatt y Denizeau 1997; Suhy et al. 1999; Davis y Cousins 2000;
Miles et al. 2000; Nordberg y Nordberg 2000; Cherian y Kang 2006; Rana 2008;
Petering et al. 2009).

2.13.7 Actividad quelante de MT-l y MT-lI

Estudios in vitro han demostrado la capacidad quelante de MT-1 y MT-Il frente a un
gran numero de metales, siendo Cd, Pb, Cu, Hg y Ag quienes mostraron una
elevada afinidad por la MT al desplazar al Zn presente en el complejo Zn-MT, sin
embargo, la elevada afinidad de un metal por las MTs in vitro no necesariamente se
correlaciona con la afinidad de union in vivo o con la capacidad de inducir la sintesis
proteica (Waalkes M et al, 1984). En un organismo vivo expuesto a elevadas
concentraciones de metales la capacidad de las MTs de unir dichos metales y evitar
asi la interaccion con otros componentes celulares es de suma importancia, lo cual
ha motivado el estudio in vivo de la funcion quelante y detoxificadora de las MTs
frente a metales de transicion fisioldgicos (Zn, Cu) y no fisiolégicos (Cd, Hg, Pb). La
evaluacion de la funcion de las MTs frente a un exceso en las concentraciones de
Cu, demostré en un modelo murino de la enfermedad de Wilson que la viabilidad de
estos animales esta ligada a la presencia de las MTs (Kelly y Palmiter, 1996).
Diversos estudios han sefialado a las MTs como las proteinas de mayor proteccion
frente a la intoxicacién aguda por Cd, demostrando que ratones wild-type generaron
una tolerancia a la DLso 7 veces mayor que los ratones MT-null. (Park et al., 2001;
Klaassen et al., 2009). Una evidencia mas de la accién quelante de las MTs in vivo
surgié de la mano de Kilic y kutlu, quienes en el 2010 demostraron que la
administracion exégena de MT generd una disminucion de las concentraciones de

Tl en higado de rata dependiente de la dosis.
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3 Justificacion

El Tl es un metal altamente toxico, es considerado como uno de los principales
contaminantes en la lista de la EPA. Estudios en mamiferos han demostrado que
su DLso es menor que Hg, Cd, Pb, Zn y Cu (Cheam, 2001). En 1973 la OMS y la
EPA (1985) prohibieron el uso de sales de Tl como ingrediente activo en raticidas
(Zelio) debido a numerosos reportes de intoxicacion. A pesar de las directrices de
la OMS, en los ultimos 10 afios (2008-2018) se han presentado casos de
envenenamiento por sales de TI. Los reportes recientes de casos de
envenenamiento accidental e intencional, su creciente uso en la industria, la
contaminacion de talio en los suelos y su facil asimilacién por cultivos plantea la
preocupacion sobre el riesgo de exposicion humana a causa de su elevada
toxicidad (ATSDR 1992; Xiao et al., 2004).

Si bien el AP es el antidoto de eleccion por la FDA contra la taliotoxicosis, su
efectividad en casos graves es ineficaz ya que no evita efectos neurologicos ni
periféricos (lesiones renales y hepaticas). Con el fin de obtener una nueva terapia
contra la intoxicacidén por Tl o aumentar la eficacia de AP se ha estudiado el uso de
agentes quelantes como; el dietilditiocarbamato de sodio (Kamerbeek et al., 1971),
dimercaprol (anti-Lewisita britanica), D-penicilamina y el aminoacido tiol L-cisteina,
los resultados de estos estudios son controvertidos ya que se ha demostrado la
redistribucién de Tl de los depdsitos inactivos al cerebro (Rios y Monroy-Noyola
1992, Montes et al., 2007).

Es de vital importancia proteger al cerebro pues es el 6rgano blanco en la
intoxicacion con TI, por ello es necesario seguir en la busqueda de agentes
quelantes que potencien el efecto del AP y eviten la redistribucion. Sabolic y
colaboradores (2010) resaltan el importante papel de las MTs en la proteccidn
contra la toxicidad de metales pesados. Estudios in vivo centrados en la toxicidad
de Tly Cd revelaron que las MTs administradas exégenamente pueden actuar como
quelante y antioxidante contra la peroxidacion de lipidos generada por estos
metales (Méndez et al, 2003, Kara et al, 2005, Kilic y Kutlu, 2010). La necesidad de
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una nueva terapia contra la intoxicacion con Tl y los antecedentes previos de las
MTs nos ha llevado a investigar los posibles efectos protectores de la administracion
de MT sola y en combinacion con AP en un modelo de taliotoxicosis aguda.
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4 Hipoétesis

La administracién de metalotioneina sola o en combinacion con azul de Prusia,
tendra un efecto citoprotector, mediado por la disminucién en las concentraciones
de talio en 6rganos y regiones cerebrales, sin causar redistribucion a cerebro,
ademas, generara un efecto antioxidante frente a la intoxicacion aguda por talio en

rata.
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5 Objetivo general

Evaluar el efecto antidoto de la metalotioneina sola y en combinacion con azul de

Prusia en el modelo de intoxicacion aguda por acetato talio en rata.
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5.1 Objetivos particulares

e Evaluar el efecto de la administracién de metalotioneina (100 pg y 600 ug) sola
y en combinacion con azul de Prusia en la intoxicacién aguda por talio mediante

un estudio de mortalidad y sobrevida.

e Cuantificar los niveles de talio en érganos en el modelo de taliotoxicosis aguda
en rata tras la administracion de metalotioneina (100 pg y 600 pg) sola y en

combinacién con azul de Prusia.

e Cuantificar los niveles de talio en regiones cerebrales en el modelo de
taliotoxicosis aguda en rata tras la administracion de metalotioneina (100 pg y
600 ug) sola y en combinacion con azul de Prusia.

e Cuantificar los niveles de metalotioneina en o6rganos en el modelo de
taliotoxicosis aguda en rata tras la administracién de metalotioneina (600 pg)

sola y en combinacion con azul de Prusia.

e Cuantificar los niveles de metalotioneina en regiones cerebrales en el modelo
de taliotoxicosis aguda en rata tras la administracion de metalotioneina (600 ug)

sola y en combinacion con azul de Prusia.

e Determinar el efecto de la administracién exdégena de metalotioneina (600 pg
unica dosis), sola y en combinacion con azul de Prusia en la funcién renal y

hepatica en el modelo de taliotoxicosis aguda en rata.
e Determinar el efecto de la administracién exdégena de metalotioneina (600 pg

unica dosis), sola y en combinacion con azul de Prusia en los niveles de glutation

reducido en higado y rindn en el modelo de taliotoxicosis aguda en rata.
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Determinar en 6rganos la integridad celular y la inmunoreactividad de Nrf2 tras
la administracion de metalotioneina (600 ug unica dosis), sola y en combinacion
con azul de Prusia en la taliotoxicosis aguda en rata, mediante estudios

histopatolégicos e inmunohistoquimicos.
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6 Métodos

6.1 Reactivos

El acetato de talio (I), Tween-80 se adquirieron de Sigma-Aldrich (México). El
estandar de absorcion atomica para talio GFAA Mix se adquirié de PerkinElmer. El
compuesto hexacianoferrato Il férrico potasico (azul de Prusia), el estandar de
absorcion atdmica para Plata y la mezcla de metalotioneinas (MTI-1l) de higado de
conejo con una pureza del 98%, se compraron de Fluka y Creative BioMart-COP03
respectivamente. Otros reactivos fueron obtenidos por diferentes companias

nacionales

6.2 Preparacioén de sulfato de talio

Se prepararon 2 soluciones de acetato de Tl, para la dosis de 32 y 16 mg/kg se
pesaron (515.6 g y 257.8 g) de acetato de Tl respectivamente y se disolvieron en
25 ml de agua desionizada en un matraz de aforo, teniendo una concentracion de
16mg/ml y 8 mg/ml. La solucion se transfirid a un frasco previamente etiquetado

para su posterior uso.

6.3 Preparacion de Metalotioneina

El liofilizado de MT fue resuspendido en 4 ml de s.s.i. Se realizaron las diluciones
correspondientes para administrar 100 y 600 pg en 240 pl. Las alicuotas se

mantuvieron a -20 °C hasta su uso.
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6.4 Preparaciéon de Azul de Prusia

El AP se prepard pesando 2.5 g del reactivo azul de Prusia que se disolvieron en
200 ml de tween 80 al 1%. Se utiliz6 un agitador magnético durante 10 minutos
para garantizar la disolucion. La solucidon con una concentracion de 12.5mg/ml se

transfirié a un frasco previamente etiquetado para su posterior uso.

6.5 Preparaciéon de Tween-80 al 1%

Se depositaron 2 ml de tween-80 en un vaso de precipitado y se disolvieron en 200
ml de agua desionizada, para asegurar la correcta disolucion se emple6 un agitador
magneético. La solucion se transfirio a un frasco previamente etiquetado para su

posterior uso.

6.6 Modificador de matriz

Se prepard una solucion con 0.025 % de fosfato monobasico de amonio, 0.05 % de
triton X-100, 1% de acido nitrico y 2% acido sulfurico de 500 ml de agua
desionizada.

6.7 Hemolizado

Para obtener el hemolizado se siguio el procedimiento descrito por Onosaca y
Cherian (1982). Por cada 10 ml de sangre se agregaron 20 ml de KCl al 1.15%, la
solucion se agito y centrifugo a 3,000 rpm por 5 min, se desecho el sobrenadante y
el sedimento se resuspendio en 20 ml de KCI continuando con el procedimiento
antes mencionado por triplicado. Finalmente, el precipitado eritrocitario se
resuspendio en 30 ml de Tris-HCI 30 mM (pH 8), se dejo reposar 10 min y se
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centrifugo a 10,000 rpm por 10 min, se recogi6 el sobrenadante y se almaceno a -

70 °C para su posterior uso.

6.8 Soluciones estandar

Talio

Se realizé una dilucion 1:100 del estandar GFAA Mix marca PerkinElmer, aforando
a 10 ml con Ac nitrico al 3%, obteniendo asi un stock de Tl con una concentracion
de 1000 ppb que fue utilizado para realizar la curva de calibracion.

Plata

Se realiz6 una dilucion 1:100 del estandar de Ag marca Fluka, aforando a 10 ml con
Ac nitrico al 3 %, obteniendo un stock de Ag con una concentracion de 10 ppm, de
dicho stock se realizé una segunda dilucion 1:100 para obtener un segundo stock
con una concentracion de 100 ppb que fue utilizado para realizar la curva de

calibracion.

6.9 Limpieza del material para la determinacién de Ti

Para realizar el analisis de las concentraciones de Tl en los diferentes tejidos
animales, se utilizaron tubos de ensayo de polietileno, que fueron lavados
previamente y se mantuvieron 72 h en una solucién de acido nitrico al 1%, se
enjuagaron con agua desionizada y se secaron en la estufa a 65°C durante 15

minutos, evitando cualquier posible contaminacion.

6.10 Animales

En este proyecto se emplearon ratas macho de la cepa Wistar (250-280 g). El

alojamiento de los animales se realizd en cajas de acrilico con 6 animales por caja,
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bajo condiciones estandar (ciclos de 12:12 h luz—obscuridad, 2312 °C) y 40% de
humedad relativa, con libre acceso de agua y comida (Rodent Diet 5001). Los
animales se trataron humanamente de acuerdo a los principios éticos y a las
regulaciones especificadas por the Animal Care of Health National Institutes of
México.

6.11 Grupos experimentales

De acuerdo a los tratamientos farmacologicos se establecieron 5 grupos
experimentales con una n de 4-6 ratas por grupo. Todos los animales excepto los
pertenecientes al grupo sham fueron administrados con una DLso (32 mg/kg) 6 DL2s
(16 mg/kg) de acetato de Tl via i.p. reportadas previamente (Rios and Monroy-
Noyola, 1992). Se utilizaron 2 esquemas de administracion de MT-I,Il: MT-100 ug y
MT-600 ug ambas fueron dosis Unica y se administraron 24 h después de la
intoxicacion con Tl. EI AP se administrd en una dosis de 50 mg/kg via oral dos veces
al dia con un intervalo de 8 h. Los 5 grupos experimentales fueron: Grupo Talio
(TI+Veh); grupo Azul de Prusia (AP); grupo metalotioneina (MT); grupo Azul de
Prusia mas metalotioneina (AP+MT); grupo de ratas intactas (Sham), este grupo se
utilizé solo para obtener valores basales de MT, en el estudio de marcadores

renales y hepaticos, cuantificacion de MT, GSH, e histologia.

Tabla 6. Grupos experimentales

Metalotioneina I Azul de Acetato de talio  Vehiculos

100 6 600 pg (i.p.) Prusia 50 32 6 16 mg/kg Tween 80 (v.0,)
mg/kg 4 dias @.p.) 6 SSI (i.p.)
(v.0.)
TI+Veh % *
MT %
AP+MT * * *
Sham
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6.12 Intoxicacién aguda

Para el estudio de mortalidad se utiliz6 una n= 10 animales por grupo y una dosis
de 32 mg/Kg de acetato de Tl (C2H3O-Tl) (DLso) (Rios et al., 1989) por via i.p, 24 h
después de la intoxicacion se comenzo6 con la administracion de antidotos (AP y
MT) y vehiculos durante 4 dias, 24 h después de la ultima administracion de
antidotos se realizo el registro de mortalidad y sobrevida de cada grupo. El % de
mortalidad se contabilizo de acuerdo al numero de ratas muertas durante los 5 dias
del experimento (Figura 4).

Para las determinaciones de las concentraciones de TI, MT, marcadores renales,
marcadores hepaticos y el estudio histopatoldgico, la intoxicacion aguda se realizo
administrando 16 mg/Kg de acetato de Tl (C2H302Tl) (DL2s) (Rios et al., 1989) por
via i.p., 24 h después de la intoxicacion se comenz6 con la administracion de
antidotos AP y vehiculos durante 4 dias, y MT unica dosis, 24 h después de la

ultima administracion de antidotos se realiz6 el sacrificio y obtencion 6rganos y

|Ii !

Dosis letal | ———> | Antidotos
(32mglkg) 24hr | Por 4 dias |  24hr

regiones cerebrales.

Mortalidad y

Sobrevida

Conteo final

[ INTOXICACION

Y

Dosis subaguda
(16mg/kg)

24hr l

Distribucién de Tl
Distribuciéon de MT

Marcadores renales
Antidotos Obtenciéon = ———3 =4 Marcadores hepéticos
l; Por 4 dias 24hr de tejidos 24hr Cuantificacién de GSH
Histologia

Inmunohistoauimica (Nrf2)

Figura 4. Esquema de la metodologia
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6.13 Obtencidén de tejidos

Se obtuvieron 6 érganos (higado, corazon, pulmén, bazo, rifion y testiculo) y 6
regiones cerebrales (hipotalamo, mesencéfalo, cuerpo estriado, hipocampo,
corteza y cerebelo) siguiendo la técnica establecida por Glowinski e Iversen (1996).
Los tejidos disectados se pesaron y depositaron en tubos ependorf previamente
lavados con acido nitrico (HNO3) al 1% durante 72 h, para la eliminacion de

elementos traza. Los tejidos se mantuvieron a -20 °C hasta su analisis.

6.14 Tratamiento de las muestras bioldégicas y determinacién de

las concentraciones de Tl por absorcién atémica.

La digestion de los tejidos se realizé en 10 volumenes (6rganos) y 20 volumenes
(regiones cerebrales) de acido nitrico, las muestras permanecieron en un bafo de
agua a 60 °C por 30 minutos, se agitaron y se realizaron diluciones con la solucién
modificador de matriz, que incrementa la termoestabilidad del talio (formacion del
complejo talio—pirofosfato) y posibilita el paso del metal a la etapa de calcinacién
(Christian, 1969; Rios et al., 1989). Las diluciones utilizadas fueron 1:20 en 500 pl
(6rganos) y 1:3 en 300 pl (regiones cerebrales) y fueron analizadas empleando el
espectrofotometro de absorcion atomica con horno de grafito Perkin-Elmer A
Analyst 600 y el automuestreador AS 800. La curva de calibracion utilizada se
muestran a detalle en la tabla 7.

Tabla 7. Curva de calibracion de Tl

CONCENTRACION (ppb) STOCK (i)  AFORO (mL)

10 50 5
20 100 5
50 250 5
100 500 5
200 1000 5
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6.15 Tratamiento de las muestras bioldégicas y determinacién de

las concentraciones de MT por absorcion atomica.

La determinacion de la concentracion de MT en tejidos biologicos se realizo
utilizando el método de saturacion por Ag (Scheuhammer y Cherian, 1986) con
pequefias modificaciones. El tejido se homogenizo en 300 yl de una mezcla (1.5:1
v/v) de buffer de fosfatos 0.05M (pH 7) y NaCl 0.375 M. En tubos de polietileno
previamente lavados se hicieron reaccionar 200 yl del homogenado con 400 ul de
solucion amortiguadora de glicina 0.5 M y 250 ul de solucién de plata (20 ppm)
mezclando suavemente y dejando reposar a temperatura ambiente por 5 min.
Posteriormente se realizé el lavado agregando 100 uyl de hemolizado, hirviendo
durante 2 min y centrifugando a 10,000 rpm por 10 min, el proceso de lavado se

realizé por triplicado.

Del sobrenadante final se realizaron diluciones con Ac nitrico al 3%, 1:10 o 1:20
(6rganos) y 1:2 o 1:10 (regiones cerebrales) en 1000 pl. El analisis se realizo
empleando el espectrofotometro de absorcién atomica Perkin-EImer 600 con horno
de grafito. La curva de calibracion utilizada se muestra a detalle en la tabla 8.

Tabla 8. Curva de calibracion de Ag

CONCENTRACION (ppb) STOCK (i)  AFORO (mL)

1 50 5
2 100 5
5 250 5
10 500 5
20 1000 )
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6.16 Determinacion de marcadores bioquimicos de daino renal y

hepatico.

Los animales se sacrificaron cinco dias después de la intoxicacion con talio. Las
muestras sanguineas utilizadas en este estudio corresponden a los animales
utilizados para la determinacion de las concentraciones de Tl y MT (600 ug unica
dosis). Para obtener el suero la sangre se recolecto en tubos limpios sin
anticoagulante, las muestras se centrifugaron a 1500 g durante 10 minutos vy el
suero se almaceno a -20°C hasta su analisis. Se determinaron las concentraciones
creatinina, urea, alanina amino-transferasa (ALT), aspartato aminotransferasa
(AST) y proteinas totales (PT) usando el autoanalizador Cobas ¢ 111 (Roche, EE.
UU.), Con kits comercialmente disponibles (Roche Diagnostics).

6.17 Determinacion de glutation reducido (GSH)

Los animales se sacrificaron cinco dias después de la intoxicacion con talio. Los
tejidos utilizados para la detreminacion de GSH corresponden a los animales
utilizados en estudios previos. El contenido tisular de glutation reducido (GSH) se
determiné como describen Hissin y Hilf (1979). Diariamente, se prepar6 un buffer
de fosfatos (PB-EDTA); fosfato de sodio 0,1 M, tampén EDTA 5 mM (pH 8) y se
mantuvo en hielo hasta su uso. La solucién de o-ftalaldehido (OPA) se preparé en
metanol absoluto de grado reactivo, inmediatamente antes de su uso. Las muestras
de tejido se homogeneizaron en 3,75 ml de tampén (PB-EDTA) pH 8,0 y 1 ml de
HPO3 (25%), los homogenados se centrifugaron a 3000 x g durante 15 min, se
tomaron alicuotas de 500 pL de sobrenadante y se afiadieron a 4,5 ml de (PB-
EDTA) mas 100 ul de (OPA), la mezcla se agitd y se dejo incubando durante 15
min, a temperatura ambiente. La fluorescecia se determin6 a 350 nm de excitacion
y 420 nm de longitudes de onda de emisién, en un espectrofotometro de
luminiscencia (Perkin EImer LS50B). Los resultados se expresaron como pmol de
GSH por g de tejido humedo (Diaz-Ruiz, et al., 2009).
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6.18 Estudio histopatolégico e inmunohistoquimico

Los animales se anestesiaron y luego se perfundieron con una solucion salina fria
seguida de una solucion de formaldehido al 10% v/v a 4°C. Los o6rganos se
disecaron y procesaron por separado en un aparato Histokinette 200 (Reichert
Jung), se embebieron en parafina y se cortaron con micrétomo en secciones de
cinco micrometros de espesor que fueron motadas en portaobjetos, se tifieron con
hematoxilina-eosina y se examinaron usando un microscopio optico. Para el estudio
inmunohitoquimico, los cortes se incubaron con anticuerpo monoclonal contra Nrf2
1:100 (Laboratorio Nrf2 abcam). Las secciones se hirvieron en tampédn citrato (pH
6 0 9) en un horno microondas durante 2 x 10 min. Las secciones se preincubaron
con peroxido de hidrogeno al 0,3% en PBS (solucién tamponada con fosfato)
durante 30 min y posteriormente se incubaron con antisueros biotinilados
secundarios, despues se sumergieron en el complejo avidina-biotina-peroxidasa;
(Sistema LSAB HRP, DAKO, Carpinteria; CA). La reaccion inmune resulto en la
oxidacion de la 3,3-diaminobencidina por la peroxidasa (Liquid DAB, DAKO
Carpinteria CA). Los sitios de reaccion se visualizaron como una tincion marron. La
contratincion con hematoxilina se realiz6 después de la inmunotincion (Montes et
al. 2015).

6.19 Estadistica

La estimacion de la probabilidad de sobrevida se realizé mediante graficos de
kaplan-Meier y la comparacién entre curvas se analizé usando prueba de Mantel-
Cox. Las concentraciones de Tl en los 6rganos y regiones cerebrales, los
marcadores hepaticos y renales asi como las consentraciones de GSH se
analizaron estadisticamente mediante el analisis de varianza de una via (ANOVA)
y se realizo la prueba post hoc Dunnett. Todos los analisis se realizaron en el
software SPSS Statistics 20.0 (Chicago, lllinois, EE. UU.). Los datos se expresan
como media + SE. Los valores de p <0.05 y p <0.01 se consideraron de significacion
estadistica.
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7 Resultados

7.1 Mortalidad

El efecto del tratamiento con MT (100 ug y 600 pg unica dosis) sola y en
combinacion con AP sobre la mortalidad generada por acetato de Tl (32 mg/Kg) se
muestra en la figura 5. Se observo que la dosis de acetato de talio de 32 mg/Kg
indujo un aumento de la mortalidad en los animales del grupo control (Panel A, B).
Como se esperaba, el tratamiento con AP protegio parcialmente a las ratas contra
los efectos del TI, con un aumento en la supervivencia del 40% (p<0.050, Chi
cuadrada) con respecto al grupo control (panel A), mientras que la tasa de
mortalidad en los grupos tratados con MT (panel A, B) aumento a mas del 80% en
comparacion con el grupo AP. La combinacion de tratamientos AP+MT (MT 100 g)
genero un efecto similar al observado en el grupo AP sin embargo el efecto no fue
mejor que el generado por el AP solo (panel A) Por lo tanto, la administracion de
MT (100 pg, y 600 pg unica dosis) sola o en combinacién con AP no gener6é mayor
supervivencia que el antidoto de eleccion AP en la intoxicacion aguda por acetato
de Tl (32 mg/kg).
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Figura 5. Estimacion de la probabilidad de sobrevida (EPS). Todos los animales fueron
administrados con acetato de Tl (32 mg/kg). Los antidotos administrados fueron: AP v.o. (50mg/kg
por 4 dias) y MT i.p; A) 100 ug Unica dosis, B) 600 ug unica dosis. La EPS se realiz6 durante 5 dias
posteriores a la intoxicacion, n= 8-10 animales por grupo. Tl+Veh, grupo Talio linea continua roja;
AP, grupo azul de Prusia linea continua azul; MT, grupo Metalotioneina linea continua morada;
AP+MT, grupo azul de Prusia+Metalotioneina linea discontinua verde. Kaplan-Meier. (* p<0.05
Mantel-Cox).
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7.2 Determinacion de las concentraciones de Tl en érganos

Los niveles de talio en organos periféricos después del tratamiento con los
antidotos AP y MT (100 ug o 600 pg unica dosis) solos y en combinacién se

muestran en la figura 6.

En el panel A, se muestra la media + SEM de los niveles de talio en riidn; los
valores se expresan como pg de Tl por gramo de tejido humedo. Como se puede
observar, la administracion de AP, mostré una disminucién del 54% en la
concentracion de Tl en comparacion con el grupo Tl+Veh. Asimismo, en el grupo
MT-100 se observé una reduccion del 16% en comparacion con el grupo TI+Veh.
La administraciéon de la combinacién de antidotos AP+MT-100 generd la mayor
disminucién de la concentracion de Tl en un 80% con respecto al grupo Tl+Veh, por
otro lado el grupo MT-600 mostr6é un aumento del 85% frente al grupo TI+Veh.

El panel B muestra los resultados de los niveles de Tl en los testiculos. El
tratamiento con azul de Prusia generd una reduccion del 67% en los niveles de TI
con respecto al grupo Tl+Veh. Asimismo, los grupos MT-100 y MT-600 mostraron
disminuciones de Tl de 32 y 17%, respectivamente en comparacion con el grupo
TI+Veh, este efecto en la disminucion de las concentraciones de Tl también se
observo en la combinacion de tratamientos en los grupos AP+MT-100 y AP+MT-
600, donde el grupo PB+MT-100 mostroé la mayor disminucion (77%) frente al grupo
TI+Veh. Todos los grupos fueron estadisticamente diferentes del grupo Tl+Veh

excepto el tratamiento con MT-600.

El panel C muestra los resultados del analisis de Tl en el bazo. La concentracion
de Tl en el grupo AP fue 70% menor que la determinada en el grupo TI+Veh.
Mientras tanto, la administracion de MT sola gener6 una disminucién del 32% en el
grupo MT-100 con respecto al grupo TI+Veh; la mayor disminucion de Tl se observd
con la combinacion de antidotos en los grupos PB+MT-100 y PB+MT-600 con
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diminuciones del 71 y 73%, respectivamente en comparacion con el grupo Tl+Veh.

Todos los grupos fueron diferentes de Tl+Veh excepto el tratamiento con MT-600.

Los niveles de Tl medidos en el corazén se muestran en el panel D. El tratamiento
con AP gener6 una disminucién del 63% en los niveles de Tl con respecto al grupo
TI+Veh. Asimismo, el grupo MT-100 mostré una disminucion del 17% en la
concentracion de Tl en comparacion con el grupo TI+Veh. Finalmente, la
combinacion de antidotos en los grupos AP+MT-100 y AP+MT-600, produjo la
mayor disminucion de los niveles de Tl, 74% y 68% respectivamente frente al grupo
TI+Veh. En este érgano, solo los antidotos AP y la combinacion con MT 100 y 600
fueron diferentes en comparacion con el grupo Tl+Veh.

El panel E muestra los resultados de la concentracion de Tl pulmonar. El
tratamiento con AP gener6 una reduccion del 63% de Tl frente al grupo Tl+Veh.
Asimismo, en el grupo MT-100 se observo la disminucion del 44% en la
concentracion de Tl con respecto al grupo TlI+Veh. Nuevamente, la combinacién de
antidotos mostré un mayor efecto, con disminuciones del 81% para el grupo
AP+MT-100y 66% para el grupo AP+MT-600 en comparacion con el grupo Tl+Veh.
Todos los grupos fueron diferentes de TI+Veh excepto el tratamiento con MT-600.

Las concentraciones hepaticas de Tl se muestran en el panel F. Tras la
administracion del antidoto AP las concentraciones de Tl mostraron una reduccion
del 71% en este grupo en comparacion con el grupo Tl+Veh. El tratamiento con MT
en los grupos MT-100 y MT-600 generé disminuciones de 35% y 29%
respectivamente frente al grupo TI+Veh. Nuevamente, la combinacion de antidotos
tuvo la mayor reduccion del contenido de TI, con disminuciones del 78% para el
grupo AP+MT-100 y 74% para el grupo AP+MT-600 en comparacion con el grupo
TI+Veh. En este érgano, solo los antidotos AP y la combinacion con MT 100 y 600
fueron diferentes en comparacion con el grupo TI+Veh.
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De manera general se observo que, el tratamiento con AP generd en promedio una
disminucion significativa del 70 % de los niveles de Tl en todos los 6rganos
estudiados en comparacion con el grupo control TI+Veh. La administracion de MT
(100 o 600 ug) sola o en combinacion con AP disminuyo la concentracion de talio

en organos de importancia metabdlica como pulmoén e higado.

Los valores de la Media £+ SEM de TI (g/tejido) para todos los érganos estudiados

se muestran en la tabla 9.
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Figura 6. Concentracion de Talio en 6rganos. Todos los animales fueron administrados con acetato de TI
(16 mg/kg i.p.) y los tejidos se obtuvieron 5 dias después de la intoxicacién. Los antidotos administrados fueron:
AP v.o. (50mg/kg por 4 dias) y MT i.p (100 pg o 600 pg uUnica dosis). Las concentraciones de Tl se midieron
por espectrofotometria de absorcion atdmica. Las barras representan el promedio + SEM de n= 4-6. T/+Veh,
grupo Talio; AP, grupo azul de Prusia; MT-100 y MT-600, grupo Metalotioneina; AP+MT-100 y AP+MT-600,
grupo azul de Prusia+Metalotioneina. panel A (rifién), panel B (testiculos), panel C (bazo), panel D (corazoén),
panel E (pulmon) panel F (higado). Las marcas denotan un efecto estadistico * p <0,05, ** p <0.001vs Tl + Veh.
ANOVA de una via seguida de la prueba Dunnett.
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Tabla 9. Niveles de talio en 6rganos.

Rifién Testiculos Bazo Corazén Pulmén Higado
Grupo (ng/g tejido) (ug/g tejido)  (ng/g tejido)  (ug/g tejido)  (ng/g tejido)  (ng/g tejido)
TI+Veh 11.97 £2.21 10.80 £ 0.95 3.98 +0.43 4.72 +0.40 4.30 +0.55 4.18 +0.050
AP 5.44 + 0.64* 3.52+£0.27** 1.20+£0.09** 1.73+£0.11** 1.61 £0.13**  1.21 £ 0.09**
MT-100 10.05 + 1.40 7.36 + 0.62* 2.70 £ 0.26* 3.91 £0.37 241 +£0.35* 2.73 £0.09
APFMIT-100 2.34 +£0.25** 248 £0.27** 1.16 £ 0.37* 1.24 £ 0.15**  0.84 £0.13**  0.93 £0.17**
MT-600  22.25 + 5.26** 893 + 1.1 3.29 +£0.48 4.34 +0.49 4.44 +0.46 2.96 +0.35
APTMIT-600 10.60 + 0.89 336 £0.31** 1.06 £0.07** 1.53x0.11** 146 +0.20** 1.09 £ 0.09**

TI+Veh, grupo Talio (16 mg/kg); AP, grupo azul de Prusia (50 mg/kg por 4 dias); MT-100 6 MT-600 grupo Metalotioneina (100 6 600 pg); AP+MT, grupo Azul de
Prusia+Metalotioneina. Media + SEM. ANOVA de una via seguida de la prueba de Dunnett. * p <0,05 y ** p <0,001 frente a TI+Veh.
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7.3 Niveles de talio en las regiones cerebrales

Los niveles de talio en regiones cerebrales después del tratamiento con los
antidotos AP y MT (100 uyg o 600 pg unica dosis) solos y en combinacion se

muestran en la figura 7.

En el panel A, se muestra la media £ SEM de los niveles de talio en hipocampo; los
resultados se expresan como ug de Tl por gramo de tejido humedo. Como se puede
observar, la administracion de AP, mostréo una disminucién significativa del 66%
con respecto al grupo TI+Veh. El mayor efecto de disminucion en la concentracion
de Tl se puede observar en la combinacién de antidotos AP+MT-100 con una
disminucién del 77% en comparacion con el grupo TI+Veh. De igual manera la
combinacion de antidotos AP+MT-600, tuvo una marcada disminucion de 66%
frente al grupo Tl+Veh. Solo la combinacién de antidotos con MT 100 y 600 fueron
diferentes en comparacion con el grupo TI+Veh.

Las concentraciones de Tl en estriado se muestran en el panel B, donde se
observaron disminuciones de Tl del 65% para el grupo AP y 28% para el grupo MT-
100 en comparacion con el grupo TI+Veh. La combinacién de los antidotos AP+MT-
100 y AP+MT-600 mostr6 la mayor disminucion de los niveles de Tl frente al grupo
TI+Veh, con reducciones del 75 y 66%, respectivamente. Todos los grupos fueron
diferentes de TI+Veh excepto el tratamiento con MT-600.

El panel C muestra las concentraciones de Tl en el hipotalamo. El tratamiento con
AP genero6 una disminucion del 68% de los valores de Tl en comparacion con el
grupo TI+Veh. Por otro lado, los grupos MT-100 y MT-600 mostraron disminuciones
del 26 y 18%, respectivamente, en comparacion con el grupo TI+Veh. Nuevamente,
la combinacion de antidotos mostré la mayor reduccion de Tl en comparacion con
la media del grupo Tl+Veh, con reducciones de 77% en el grupo AP+MT-100y 67%
en el grupo AP+MT-600. Todos los grupos fueron diferentes del grupo Tl+Veh
excepto el tratamiento con MT-600.
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En el panel D se muestran las concentraciones de Tl en el mesencéfalo, donde el
tratamiento con AP generd una disminucion de Tl del 64% con respecto al grupo
TI+Veh, dicho efecto se observé también en el tratamiento con MT-100, sin
embargo, este solo generd una disminucién del 31% de Tl en comparacion con el
grupo TI+Veh. Nuevamente, la combinacion de antidotos mostré las mayores
reducciones, 74% (AP+MT-100) y 68% (AP+MT-600), respectivamente, en
comparacion con el grupo TI+Veh. Todos los grupos fueron diferentes del grupo
TI+Veh excepto el tratamiento con MT-600.

Los niveles de Tl en cerebelo, se muestran en el panel E. El grupo AP mostré una
disminucién del 66% de Tl frente al grupo Tl+Veh. Los grupos MT-100 y MT-600
mostraron disminuciones de Tl de 22 y 21%, respectivamente, en comparacion con
el grupo TI+Veh. Por otro lado, la mayor reduccién en las concentraciones Tl se
observé en la combinacién de antidotos, con una disminucion del 74% para ambos
grupos con respecto al grupo TI+Veh. Todos los grupos fueron diferentes de grupo
TI+Veh.

El panel F muestra las concentraciones de Tl en corteza. Se observa una
disminucién de 69% en los niveles de Tl en el grupo AP, con respecto al grupo
TI+Veh. Los grupos MT-100 y MT-600 mostraron disminuciones del 22 y 21%
respectivamente en comparacion con el grupo TlI+Veh. Finalmente, la combinacion
de antidotos mostré el comportamiento previamente observado en las otras
regiones cerebrales, donde los grupos AP+MT-100 y AP+MT-600 generaron la
mayor reduccion en los niveles de TI, 75 y 69% respectivamente en comparacion
con el grupo TI+Veh. Todos los grupos fueron diferentes del grupo TI+Veh.

Los valores de la Media £ SEM de TI (g/tejido) para todas las regiones cerebrales

estudiadas se muestran en la tabla 10.
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Figura 7. Concentracion de Talio en regiones cerebrales. Todos los animales fueron administrados con
acetato de Tl (16 mg/kg i.p.), los tejidos se obtuvieron 5 dias después de la intoxicacion. Los antidotos
administrados fueron: AP v.o. (50mg/kg por 4 dias) y MT i.p (100 pg o 600 pg Unica dosis). Las concentraciones
de Tl se midieron por espectrofotometria de absorcion atémica. Las barras representan el promedio + SEM de
n=4-6. TI+Veh, grupo Talio; AP, grupo azul de Prusia; MT-100 y MT-600, grupo Metalotioneina; AP+MT-100 y
AP+MT-600, grupo azul de Prusiat+Metalotioneina. panel A (hipocampo), panel B (estriado), panel C
(hipotalamo), panel D (mesencéfalo), panel E (cerebelo) panel F (corteza). Las marcas denotan un efecto
estadistico * p <0,05, ** p <0.001vs T/+Veh. ANOVA de una via seguida de la prueba Dunnett.
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Tabla 10. Niveles de talio en regiones cerebrales.

Hipocampo Estriado Hipotalamo Mesencéfalo Cerebelo Corteza
Grupo (ng/g tejido)  (ug/gtejido)  (yosotejido) ~ (R&/Bleiido)  (ng/gtejido) (ng/g tejido)
Tl+Veh 2.13+0.20 2.05+0.17 2.19+0.21 1.71 £0.02 1.56+0. 13 1.63+0.13
AP 0.72+£0.05%*  0.71£0.04**  0.70+£0.04*%*  0.61 £0.04** 0.52 £ 0.04** 0.50 £ 0.03**
MT-100 1.92 £ 0.03 1.47 + 0.05* 1.61 +£0.21* 1.18 £ 0.09* 1.21 £ 0.09* 1.27 £ 0.07*
APTMIA00 04940.09%*  05140.11%  051£007%*  046+0.06** 040+0.06**  0.41+0.08*
MT-600 1.86 + 0.02 1.71+0.18 1.80 +0.21 1.54 £0.02 1.23 +£0.16* 1.29 + 0.15*
APTMT-600 72 4 0.05%+ 0.70£0.04**  0.73 £0.05**  0.55+0.06%* 0.40 +£0.03** 0.50 £ 0.05**

TI+Veh, grupo Talio (16 mg/kg); AP, grupo azul de Prusia (50 mg/kg por 4 dias); MT-100 6 MT-600 grupo Metalotioneina (100 6 600 ug); AP+MT, grupo Azul de
Prusia+Metalotioneina. Media + SEM. ANOVA de una via seguida de la prueba de Dunnett. * p <0,05 y ** p <0,001 frente a Tl+Veh.
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7.4 Niveles de metalotioneina en érganos

Las concentraciones de MT en 6rganos después del tratamiento con MT (600 pg
unica dosis) sola o en combinacion con AP en el modelo de taliotoxicosis aguda en

rata se representan en la figura 8.

La intoxicacion con Tl y la administracion de MT 600 pg unica dosis no tuvieron
ningun efecto sobre las concentraciones de MT en higado, sin embargo, en
testiculo la intoxicacion con Talio generdé un aumento en las concentraciones de MT
del 65%, 94% y 65% en los grupos TI+Veh, AP y MT-600 respectivamente frente al
grupo Sham, la combinacién de antidotos AP+MT-600 tuvo un mayor efecto, ya que
el aumento en las concentraciones de MT fue significativo con respecto a todos los
grupos. En riion el grupo TI+Veh muestra una tendencia a aumentar la
concentracion de MT con respecto al grupo Sham, sin embrago, este aumento no
fue significativo. Por otro lado, la combinacion de antidotos AP+MT generd una
disminucion en la concentracion de MT 2 65 % con respecto a todos los grupos. En
bazo todos los tratamientos (AP, MT-600, AP+MT-600) produjeron una disminucion
2 95% en la concentracion de MT en comparacion con los grupos Sham y Tl+Veh.
En pulmén, el grupo TI+Veh presentd un aumento en las concentraciones de MT
cuatro veces mayor respecto al grupo sham, mientras que el tratamiento con MT
en los grupos MT-600 y AP+MT600 evito el aumento en la concentracion de MT
generado por la administracion Tl. En corazon los cuatro grupos (TI+Veh, AP, MT-
600 y AP+MT-600) aumentaron significativamente tres veces las concentraciones
de MT con respecto al grupo sham, mientras que la administracion de MT en los
grupos MT-600 y AP+MT-600 generé un aumento cinco veces mayor en la
concentracion de MT con respecto a los grupos TlI+Veh y AP.
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Figura 8. Concentracion de MT en érganos. Todos los animales fueron administrados con acetato de Tl (16 mg/kg i.p.) y los tejidos se obtuvieron
5 dias después de la intoxicacion. Los antidotos administrados fueron: AP v.o. (50mg/kg por 4 dias) y MT i.p; 600 ug Unica dosis. Las concentraciones
de MT se midieron por espectrofotometria de absorcion atomica. Las barras representan el promedio + SEM de n= 4-6. T/+Veh, grupo Talio y
vehiculo; AP, grupo azul de Prusia; MT, grupo Metalotioneina; AP+MT, grupo azul de Prusia+metalotioneina. Higado (H), Testiculo (T), Rifién (R),
Bazo (B), Pulmén (P), Corazén (C). Las marcas denotan diferencia significativa con respecto a: *Grupo sham, *Grupo TI, *Grupo AP, **Grupo
AP+MT, &Todos los grupos. Se realizé Kruskal-wallis seguida Mann-Whitney (p<0.05).
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7.5 Niveles de metalotioneina en regiones cerebrales

Las concentraciones de MT en regiones cerebrales después de la intoxicacion con
Tl y del tratamiento con MT (600 ug unica dosis) sola o en combinacién con AP se

representan en la figura 9.

Bajo el esquema de administracion de MT 600 pg unica dosis, se observd que en
hipocampo todos los grupos experimentales (TI+Veh, AP, MT-600 y AP+MT-600)
mostraron un aumento significativo = al 47% en las concentraciones de MT con
respecto al grupo Sham. El aumento de MT observado en hipocampo contrasta con
los resultados obtenidos en otras regiones cerebrales; en hipotalamo los grupos
MT-600 y AP+MT-600 generaron la disminucion del 38% y 65% respectivamente
de MT en comparacion al grupo sham y solo el grupo AP+MT-600 mostré una
disminucién significativa del 52% con respecto al grupo AP. En mesencéfalo el
unico cambio en las concentraciones de MT se observo en el grupo AP+MT-600
con una disminucion significativa = el 65% con respecto a todos los grupos. En
cerebelo los grupos TI+Veh, AP y MT-600 disminuyeron en 73%, 70% y 52%
respectivamente los valores de MT en comparacion con el grupo sham, mientras
que la combinacion de antidotos AP+MT-600 no fue diferente respecto al sham. En
la corteza, los tratamientos generaron un comportamiento contrario al ocurrido en
hipocampo, ya que en todos los grupos (TI+Veh, AP, MT-600 y AP+MT-600) se
observd una disminucion significativa = al 71% de los niveles de MT con respecto

al grupo sham.
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Figura 9. Concentracion de MT en cerebro. Todos los animales fueron administrados con acetato de Tl (16 mg/kg i.p.) y los tejidos se obtuvieron
5 dias después de la intoxicacion. Los antidotos administrados fueron: AP v.o. (50mg/kg por 4 dias) y MT i.p; 600 ug Unica dosis. Las concentraciones
de MT se midieron por espectrofotometria de absorciéon atémica. Las barras representan el promedio + SEM de n= 4-6. Tl+veh, grupo Talio y
vehiculo; AP, grupo azul de Prusia; MT, grupo Metalotioneina; AP+MT, grupo azul de Prusia+Metalotioneina. Hipocampo (Hc), Estriado (S),

Hipotalamo (Ht), Mesencéfalo (M), Cerebelo (Ce) y Corteza (Cx). Las marcas denotan diferencia significativa con respecto a: *Grupo sham, *Grupo

TI, #Grupo AP, **Grupo AP+MT, Todos los grupos. Las regiones Hc y Ce se analizaron por Kruskal-wallis seguida Mann-Whitney, Cx, Ht y M fueron

analizadas por ANOVA de una via seguida de Tukey (p<0.05).
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7.6 Marcadores bioquimicos de daino renal y hepatico.

El efecto de los tratamientos sobre la toxicidad renal y hepatica de Tl se muestra
en la tabla 11. La intoxicacién con Tl generé cambios en los niveles de urea y
creatinina, el aumento fue significativo en ambos casos (p<0.05) con valores de
urea y creatinina tres y dos veces mayores que el grupo sham. Los tratamientos AP
y MT (600 ug) solos o en combinacion evitaron el aumento en los niveles de urea 'y
creatinina generados por la administracidon de TI. Por otro lado, la administracién de
Tl y los tratamientos solos 0 en combinacién (AP, MT y AP+MT) no generaron

cambio alguno en los marcadores hepaticos; ALT, AST y PT.

Tabla 11. Efecto de MT (600 pg unica dosis) y AP en los marcadores hepaticos y
renales.

Creatinina Urea ALT AST TP
Grupo mg/dL mg/dL UL UL g/dL
Sham 0.36+0.01 42 +2.8 83+87 310+11.1 7.3+£0.07

TIHVeh  0.86+0.24* 150+349* 59+39 276+262 7.5+0.19
AP 0.41 +0.02 57+8.8 72+2.1 335+282 7.6+0.20
MT 0.42 +0.03 62+11.7 58+53 281+30.2 7.5+0.20

AP+MT 0.36 £0.01 44+ 1.6 61+72 311+426 7.7+0.21
Los valores representan el promedio + SEM de n = 4-6 ratas por grupo. Sham, grupo de animales sin ningin
tratamiento; T/+Veh, grupo Talio (16 mg/kg); AP, grupo azul de Prusia (50 mg/kg por 4 dias); MT, grupo

Metalotioneina (600 ug); AP+MT, grupo azul de Prusia + Metalotioneina. *denota diferencia estadistica con
respecto a todos los grupos (P <0.05, ANOVA de una via seguida de la prueba de Dunnett)
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7.7 Determinacion de glutation reducido (GSH) en riiidn e higado.

Para saber si el efecto citoprotector observado en los biomarcadores de riidén e
higado se debia a un efecto antioxidante ejercido por la MT, se evaluaron los niveles
de GSH en los tejidos figura 10. En rifion (panel A) se observo una disminucion en
los niveles de GSH del 65% en el grupo TlI+Veh y 55% en el grupo AP con respecto
al grupo de Sham. Si bien la combinacion de antidotos AP+MT-600 mostré una
tendencia en el aumento de los niveles de GSH con respecto al grupo Tl+Veh esta
no fue significativa, sin embargo, MT-600 si mostré un aumento significativo del
83% en los niveles de GSH en comparacion con el TI+Veh. En higado (panel B) no
se observo diferencia en los niveles de GSH entre ninguno de los grupos evaluados.
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Figura 10. Niveles reducidos de glutation (GSH). Los valores de glutation en rifién se expresan en pymol de
GSH por gramo de tejido, representan el promedio + SEM de n = 6-7 ratas por grupo animales por grupo. Sham,
grupo de animales sin ningun tratamiento; T/+Veh, grupo Talio (16 mg/kg); AP, grupo azul de Prusia (50 mg/kg
por 4 dias); MT, grupo Metalotioneina (600 pg); AP+MT, grupo azul de Prusia + Metalotioneina. ANOVA de una
via seguido de la prueba de Dunnett. * p <0,05 frente a TI+Veh.
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7.8 Estudio histopatolégico

La figura 11 muestra la estructura histolégica de diferentes tejidos (rifion, testiculo,
bazo, corazén, pulmdn e higado). El examen histologico utilizando hematoxilina-
eosina no revelé cambios morfolégicos asociados a los tratamientos TI+Veh, AP,
MT-600 6 AP+MT-600 en ninguno de los 6rganos. En los hallazgos morfolégicos
del presente estudio se observo, la estructura normal de los glomérulos, el epitelio
tubular proximal, los tubulos y la membrana basal del rindn (paneles A-E);
resultados similares se observaron en los testiculos, tanto en el parénquima como
en tubulos seminiferos y células de Leydig, asi como en células germinales vy
células de Sertoli, mostrando un aspecto normal en todos los grupos estudiados
(paneles F-J).

En el bazo se observo la pulpa blanca formada por tejido linfatico, y la pulpa roja,
compuesta por senos vasculares, sin cambios en su morfologia (paneles K-N). En
los paneles N-R se muestra el musculo cardiaco con fibras agrupadas en limites,
tejido conectivo y capilares entre las fibras cardiacas sin lesiones. De igual manera
no se observaron lesiones en secciones representativas de pulmon, mostrando
conservacion de la membrana basal bronquial y células endoteliales vasculares, asi
como los tubos bronquiales (paneles S-W). Finalmente, los cortes de higado
mostraron una arquitectura hepatica sin alteraciones con presencia de una vena

central rodeada de cordones hepaticos sinusoides (paneles X-B1).
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Fig. 11 Analisis histopatolégico de cortes de tejido de rifidn, testiculo, bazo, corazén, pulmén e higado obtenidos de ratas. Sham, grupo de animales sin ningin
tratamiento; TI+Veh, grupo Talio (16 mg/kg); AP, grupo azul de Prusia (50 mg/kg por 4 dias); MT, grupo Metalotioneina (600 pg); AP+MT, grupo azul de Prusia +
Metalotioneina. Los 6rganos muestran un aspecto normal y no se observaron lesiones evidentes en los grupos analizados. Tincién con hematoxilina-eosina,

aumento de 1000 X. Barras de escala = 20 um.
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7.9 Estudio inmunohistoquimico de Nrf2

La figura 12 se muestra la inmunohistoquimica realizada en varios organos; rifion,
testiculo, bazo, corazén, pulmon e higado para identificar a Nrf2 como marcador de
respuesta al estrés oxidativo frente a los tratamientos administrados TI+Veh, AP,
MT-600, AP+MT-600. El examen inmunohistoquimico en ratas sham revel6 una
inmunoreactividad escasa para Nrf2 en secciones de bazo y corazon (paneles Ky
N) mientras que se observé una ligera inmunoreactividad en rifién, testiculo, pulmén
e higado (paneles A, F, S y X). En los animales tratados con TI+Veh, se observé
una evidente, intensidad moderada de inmunoreactividad en todos los 6rganos
(paneles B, G, L, O e Y) principalmente en el pulmon (panel T). El grupo tratado
con AP, mostré una leve inmunoreactividad para rifidn, bazo, corazén, pulmon e
higado (paneles C, LL, U y Z), mientras que en testiculo se observé un aumento
moderado en la inmunoreactividad (panel H). Asi mismo, se observaron resultados
similares para el grupo MT-600 (paneles D, I, M, Q, V y A1). Al comparar la
inmunoreactividad observada en ratas sham, se detecté una inmunotincion de Nrf2
aumentada en todos los érganos estudiados de los grupos TI+Veh, AP, MT-600 y
AP+MT-600 (Tabla 12).
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Fig. 12. Estudio inmunohistoquimico de Nrf2 en cortes de tejido de rifidn, testiculo, bazo, corazén, pulmén e higado obtenidos de ratas. Sham, grupo de animales sin
ningun tratamiento; T/+Veh, grupo Talio (16 mg/kg); AP, grupo azul de Prusia (50 mg/kg por 4 dias); MT, grupo Metalotioneina (600 ug); AP+MT, grupo Azul de
Prusia+Metalotioneina. Se observé un aumento de la inmunorreactividad de Nrf2 en tejido vascular glomerular de rifién, hepatocitos, vena central del higado,
membrana basal bronquial, pulmén y testiculo de los grupos experimentales. La flecha muestra la inmunorreactividad de Nrf2. Ampliacion 1000 X. Barras de escala
=20 pum.
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Tabla 12. Evaluacion morfolégica semicuantitativa del analisis
inmunohistoquimico de Nrf2.

TI+Veh AP MT-600 AP+MT-600
sham
Rifion + + + ++ 4
Testiculos + ++ +++ -+ T
Bazo - + + T T+
Corazon --- + - — +
Pulmoén ++ +++ +++ +++ +++
Higado + + + ++ ++
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8 Discusion

Los hallazgos del presente estudio demostraron una disminucion de las
concentraciones de Tl en los diversos organos estudiados, debido al efecto de la
MT administrada sola o en combinacién con AP. El mecanismo de decorporacion
de TI por AP es bien conocido; durante su paso por el intestino, las moléculas de
AP intercambian K* por iones TI* en la superficie de la red de K Fe (Fe (CN) 6) (AP).
Una vez realizado el intercambio, el AP forma un compuesto estable con el Tl, que
a su vez se excreta en las heces, acelerando asi la decorporacién del mismo
(Kravzov et al., 1993). La MT, por otro lado, ha sido propuesta como un antidoto
quelante para Tl en taliotoxicosis (Kilig G y Kutlu M 2010). En este estudio la MT
sola no mostro un efecto benéfico en el porcentaje de sobre vida de los animales
intoxicados con DLsp de Tl, sin embargo, a dosis sub-letales DL2s de Tl (16 mg/kg)
la MT tuvo un efecto moderado como tratamiento antidoto contra la intoxicacion
sistémica aguda por Tl, cuando se administra sola (100 o 600 ug) o en combinacion
con AP. La MT disminuy® los niveles de Tl en tejidos de importancia metabdlica,
como el pulmoén y el higado, y también en las dos regiones del cerebro que
contienen las mayores concentraciones de talio, como el hipotalamo y el cerebelo.
El efecto sistémico de MT no produjo una redistribucién indeseable de Tl al sistema
nervioso central (6rgano diana de la taliotoxicosis), como se ha observado tras la
administracion de otros agentes quelantes, como D-penicilamina o tioles
endoégenos como L- cisteina (Rios y Monroy-Noyola 1992, Montes et al., 2007), ya
que la MT no puede atravesar barrera hematoencefalica (Lewis et al., 2012), es
posible que el complejo TI-MT no sea capaz de cruzar al cerebro, evitando la
redistribucién del metal.

En particular, la administracion de 600 pg de MT mostré un aumento de las

concentraciones de Tl renal producido por una redistribucién del metal al riidn;

curiosamente, esta acumulacion renal de Tl no indujo dafio renal significativo, ya
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que los niveles de creatinina (biomarcador de disfuncion renal) fueron similares a

los valores del grupo Sham.

La decorporacion de Tl es mas evidente en el riidn e hipocampo, cuando la MT se
administra simultaneamente con AP (grupos AP+MT-100 y 600), este efecto
farmacoldgico aditivo de MT en combinacion con AP, se ha informado para otros
agentes quelantes exdgenos estudiados experimentalmente in vivo (Montes et al.,
2011). En conjunto, los resultados del presente estudio sugieren un efecto quelante
de la MT sobre Tl (Kilig G y Kutlu, 2010; Mendez-Armenta 2003; Kara et al., 2005).
Se ha informado que la administracion exdgena de MT protege contra la
intoxicacion por metales pesados (Saboli¢, et al 2010). En este estudio, la
acumulacion de TI hepatica disminuyé con ambas dosis de MT (100 o 600 pg),
como informaron Kili¢ y Kutlu (2010) en un modelo similar de taliotoxicosis aguda
en rata. Es importante sefalar que la mayoria de los efectos de MT tanto en 6rganos
como regiones cerebrales, no fueron dependientes de la dosis, lo que sugiere que
la dosis mas baja de MT (100 ug/rata) genera un efecto maximo en la decorporacion
de TI; de hecho, la dosis mas alta empleada de MT (600 ug/rata), fue la que produjo

un efecto de redistribucion de Tl en rindn.

El uso de MT como antidoto en la intoxicacion aguda por Tl, protegio contra el dafio
a organos periféricos, al disminuir las concentraciones de Tl en los érganos sin
aumentar la concentracion del metal en el cerebro. El efecto de la decorporacion
de Tl por MT fue modesto, es posible que otros mecanismos inducidos por MT
también estén participando para prevenir el dafio en la taliotoxicosis. Un hallazgo
interesante de este estudio fue que la MT aumentd los niveles de GSH, lo que indica
una disminucion del estrés oxidativo inducido por TI, esto puede explicar la
citoproteccion inducida por MT que se observa en el riiidn. Diversos estudios han
demostrado que el estrés oxidativo es un mecanismo importante de dafo, que
conduce a la disfuncion renal en nifios y adultos expuestos a Tl (Osorio-Rico, et al.,
2017; Duan W, et al., 2020). En el grupo AP+MT-600, solo se observé una

tendencia a aumentar la cantidad de GSH que, debido a la gran variabilidad, no fue

68



estadisticamente significativa. Los resultados indican que el AP per se no tiene un
efecto antioxidante, como pudo observarse en el grupo que recibi6 AP solo,
coincidiendo con los reportes que le atribuyen al AP so6lo un efecto quelante
generando una rapida eliminacion de Tl en tejidos (Montes et al., 2011).

En la misma linea, la MT sola o en combinacion, fue capaz de incrementar la
deteccion de Nrf-2 en la mayoria de o6rganos, mostrando una induccién de
mecanismos protectores frente al estrés oxidativo inducido por TI. Los efectos
antioxidantes de la MT son bien conocidos y se han sugerido como una ventaja
frente a otros agentes quelantes (Ruttkay-Nedecky et al., 2013), debido a que la
MT es capaz de prevenir la sobreproduccion de radicales libres, especies reactivas
de oxigeno y frenar la peroxidacion de lipidos (Juarez-Rebollar et al., 2017). Esta
accion antioxidante de la MT puede explicar por qué la proteina protege de los
efectos renales de la intoxicacion aguda por Tl, a pesar de la redistribucidon del metal
al rindn. El aumento de las concentraciones de Tl renal observado en el grupo de
animales tratados con MT-600 también puede ser el reflejo de una mayor excrecion
del metal por este 6rgano, sin embargo, esto sigue siendo especulativo hasta
futuros experimentos. Un mecanismo citoprotector adicional de la MT es su
capacidad para desintoxicar parcialmente Tl en tejido de pescado y en plantas
como el arroz, segun informes recientes de Dragun (2018) y Yao (2020).

Asimismo, el aumento tanto de GSH como de Nrf2 debido al efecto de MT es
interesante, ya que se ha reportado una asociacion directa entre la sintesis de GSH
y Nrf-2. El GSH es un tripeptido, con una importante actividad antioxidante. El
primer paso en la sintesis de GSH es catalizado por la enzima L-glutamato L-
cisteina y-ligasa (GCL), para formar y-glutamil-cisteina. La GCL es la enzima
limitante de la velocidad de sintesis del GSH, su expresion responde al estrés
oxidativo, en parte, porque esta regulada positivamente por Nrf2. Como respuesta
al estrés oxidante, el factor de transcripcion Nrf2 se transloca al nucleo donde
requiere dimerizarse con pequenas proteinas homologas, como los factores de

transcripcion MAF, para lograr unirse al sitio promotor especifico de los elementos
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de respuesta antioxidante (ARE) en el gen promotor (Konigsberg, 2007), y asi
ejercer su efecto inductor sobre la expresion de enzimas antioxidantes como GCL,
glutation S-transferasa (GST), UDP-glucorosil transferasa y superoxido dismutasa
(SOD), GSH peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT). El segundo paso en la sintesis de
GSH es catalizado por GSH sintetasa (GS), que agrega una molécula de glicina a
y-glutamil-cisteina. Tanto el primer como el segundo paso, requieren energia en
forma de trifosfato de adenosina (ATP); sin embargo, el ATP generalmente no se
considera un factor limitante en la produccion de GSH, excepto en condiciones
patologicas (Vairetti, et al., 2021). Con base en esta informacion, es probable que
el aumento de los niveles de GSH esté relacionado con el aumento de Nrf2, que se

observo en las imagenes inmunohistoquimicas de los grupos antidoto.

El presente estudio aporta datos preclinicos relevantes para evaluar la eficacia
farmacoldgica de MT sola o en combinacion con AP, como tratamiento antidoto de
la taliotoxicosis aguda. En la mayoria de los 6rganos y regiones del cerebro, ambos
antidotos mostraron una suma de efectos cuando se administraron en combinacién,
sin interaccion estadisticamente significativa, este resultado indica que MT y AP
actuan por mecanismos no relacionados. La MT no puede atravesar barrera
hematoencefalica de manera eficiente, por lo tanto, el efecto quelante se ha
producido solo en la periferia, sin redistribucién al cerebro, representando una
ventaja de la MT sobre otros agentes quelantes que agravan la toxicidad del talio
cuando se administran solos (Rios y Monroy-Noyola 1992, Lewiss. 2012).

El Tl es un metal altamente toxico y es considerado como uno de los principales
contaminantes ambientales en la lista de la EPA. El uso de Tl en la industria ha
incremetado, y con el los reportes de una emergente contaminacion ambiental
representado una importante amenaza para la salud humana. Duan vy
colaboradores (2020), investigaron los efectos adversos del Tl sobre la salud en
nifos de 1 a 9 afos que habitan en zonas de alta extraccion de minerales, los
parametros de laboratorio clinico indicaron alteraciones en las funciones hepaticas,

renales y miocardicas asociadas a elevadas concentracion Tl, reportando también
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que el dafo causado por el Tl demostré ser potencialmente irreversible.
Recientemente, Nuvolone y colaboradores (2021) realizaron un estudio de
exposicion a talio a través del agua contaminada en Toscana (ltalia), los autores
observaron que las mujeres embarazadas expuestas al Tl presentaron un mayor

riesgo de parto prematuro y los neonatos mostraron pesos bajos.

Considerando los estudios recientes que muestran importantes problemas de salud
relacionados al aumento en la exposicion ambiental a Tl; el presente estudio se
enfoco en atender y estudiar a la MT sola y en combinacién como posible antidoto
frente a la intoxicacion por TI. Los resultados mostraron que la MT administrada
sola o0 en combinacion con AP posee una accion citoprotectora, debido a un doble
mecanismo: al disminuir las concentraciones de Tl en los érganos por accion del
AP y a la accion antioxidante de MT, que es capaz de prevenir el estrés oxidativo
inducido por TI.
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9 Conclusiones

1. Se corrobora, el uso de azul de Prusia propuesto por la FDA como una
alternativa para el tratamiento farmacoldgico de la intoxicacion por talio, ya que
aumento el porcentaje de sobre vida y disminuy6 las concentraciones de Tl en

un 65 % en todos los 6rganos y regiones cerebrales.

2. La administracion de metalotioneina disminuyo las concentraciones de Tl en
organos de importancia metabdlica (pulmon e higado) y regiones cerebrales

especificas (hipotalamo y cerebelo).

3. El uso de metalotioneina en la taliotoxicosis aguda en rata no genera

redistribucién a cerebro.

4. La administracion de metalotioneina previno el incremento de los marcadores

de dafio renal (urea y creatinina) inducido por la administracion de TI.

5. La combinacion de los antidotos azul de Prusia mas metalotioneina (100 ng)
mostréo mejor efecto que el azul de Prusia solo, respecto a la disminucién de

las concentraciones de TI, en la taliotoxicosis aguda en rata.
6. La metalotioneina administrada sola o en combinacion con azul de Prusia

posee una accion citoprotectora, generada por mecanismos antioxidantes,

mediados en parte por Nrf2 y GSH.
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Abstract Thallium (TI) is one of the most toxic
heavy metals. Human exposure to Tl occurs through
contaminated drinking water and from there to food, a
threat to health. Recently, environmental contamina-
tion by Tl has been reported in several countries,
urging the need for studies to determine the impact of
endogenous and exogenous mechanisms preventing
thallium toxicity. The cytoprotective effect of metal-
lothionein (MT), a protein with high capacity to
chelate metals, at two doses (100 and 600 pg/rat), was
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tested. Prussian blue (PB) (50 mg/kg) was adminis-
tered alone or in combination with MT. A dose of TI
(16mg/kg) was injected i.p. to Wistar rats. Antidotes
were administered twice daily, starting 24h after TI
injection, for 4 days. TI concentrations diminished in
most organs (p < 0.05) by effect of PB, alone or in
combination with MT, whereas MT alone decreased
Tl concentrations in testis, spleen, lung and liver.
Likewise, brain thallium also diminished (p < 0.05)
by effect of PB and MT alone or in combination in
most of the regions analyzed (p < 0.05). The greatest
diminution of Tl was achieved when the antidotes
were combined. Plasma markers of renal damage
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increased after T1 administration, while PB and MT,
either alone or in combination, prevented the raise of
those markers. Only MT increased the levels of
reduced glutathione (GSH) in the kidney. Finally,
increased Nrf2 was observed in liver and kidney, after
treatment with MT alone or in combination with PB.
Results showed that MT alone or in combination with
PB is cytoprotective after thallium exposure.

Keywords Thallium - Reduced glutathione -
Metallothionein - Prussian blue - Systemic toxicity -
Nrf2 - Oxidative stress

Introduction

Thallium (TI), one of the most toxic elements for
living organisms. Even at low concentrations (Bra-
manti et al. 2019), severe toxic effects have been
reported as a consequence of Tl poisoning. Both in
acute or chronic exposure, thallium shows greater
toxicity, as compared to other metals such as arsenic,
cadmium, lead, and mercury in different organisms
(Fisher and Gupta 2020). It is listed as one of the 13
priority pollutants by the Environmental Protection
Agency (EPA) (USEPA 2014). The safe oral reference
dose of Tl is as low as 0.056 mg/ d for humans, as
reported by the Risk Assessment Information System
(RAIS 2003). Low doses of Tl cause central nervous
system toxicity symptoms, such as: confusion, disori-
entation, and hallucinations followed by anxiety,
depression, lack of attention, as well as memory and
verbal fluency impairment (Osorio-Rico et al. 2017).
Likewise, general symptoms of toxicity are observed,
as alopecia, while Tl overdose can induce gastroin-
testinal dysfunction, paralysis, symptoms of internal
bleeding, and even death (Osorio-Rico et al. 2017;
Duan et al. 2020). Recent studies recognize that TI
contamination is present in the sediments of various
countries: Spain, Italy, China, England and Mexico
among others, resulting from the contamination of
aquifers such as rivers and seas (Li et al. 2020).
Regarding contamination in Mexico, it has been
reported the presence and geochemical distribution
of Tl in different mining-metallurgical exploitations.
Results revealed the presence of Tl in most of the
mining-metallurgical samples, with labile concentra-
tions reaching up to values of 184.4 mg kg — 1, well

@ Springer

above the environmental standards (Aguilar-Carrillo
et al. 2018). For this reason, cases of human poisoning
are still reported, due to accidental causes in the
working environments. The most severe cases of
human thallotoxicosis leading to death are those
reported in the scientific literature resulting from
suicide or homicide acute intoxications (Hoffman
2000; Kuroda et al. 2016 and Senthilkumaran
et al. 2017) Also, it has been reported that human
chronic thallotoxicosis could occur by environmental
exposure, due to the consumption of vegetables and
fruits contaminated with Tl coming from adjacent
farmlands located in the vicinity of cement plants,
municipal incinerators and sulfuric acid factories.
Those sources of pollution represent the highest health
risk for Tl human intoxication, including contami-
nated food crops irrigated with wastewater (Kazantzis
2000, Wang et al. 2013) and recently contamination
has also been reported in drinking water (Nuvolone
etal. 2021). T1 salts are soluble, odorless, tasteless and
highly toxic, for this reason, it was widely used in
rodenticides and insecticides (Wang et al. 2013). Rat
T1LD50 is about 30-32 mg/Kg, while human LD50 of
thallium has been estimated to be 10 mg/kg, lower
than As, Hg, Pb and Cu. Since 2012-2017 it has been
reported acute Tl poisoning in China, Mexico and
Japan with at least 25 patients involved (Sun
et al. 2012; Zhang et al. 2014; Viquez-Guerrero
2015; Yumoto et al. 2017). Cases of intoxication
manifest gastrointestinal signs and symptoms (diar-
rhea and vomiting), dermatologic alterations (alope-
cia, eruptions of the face, Mee’s stripes in nails,
eczematous lesions, anhidrosis, palmar erythema,
stomatitis, and painful glossitis), cardiac (tachycardia
and hypotension) and neurological dysfunctions (dis-
orientation, lethargy, ataxia, convulsion, psychosis,
insomnia and coma) (Penclova et al. 2009; Zhang
et al. 2014). In severe cases of intoxication, individ-
uals died less than a week after thallium ingestion
(Riyaz et al. 2012; Viquez-Guerrero 2015; Al Ham-
mouri et al. 2011). Once ingested, TI is transported
into the cells by means of the active mechanism of the
Na+/K+-ATPase and passively through K + chan-
nels, due to the similarity of charge and atomic radius
to this monovalent cation (Osorio-Rico et al. 2017). It
is distributed throughout the organism crossing the
blood-brain barrier (BBB) and the placenta barrier
(Galvan-Arzate and Santamaria 1998; Wanger
et al. 2012). Pre-clinical studies with rats have
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supported that the half-life of Tl in blood is 72 hours
and its highest concentration has been measured in the
kidney, testicles and heart (Rios et al. 1989). The
mechanism of thallium toxicity is based upon the
inhibition of enzymes specific of the glycolysis, Krebs
cycle and oxidative phosphorylation. Those inhibi-
tions produce a depletion of the levels of ATP in the
cells (Osorio-Rico et al. 2017). Tl has a high affinity
for the sulfhydryl groups of amino acids such as
cysteine and methionine. The binding affinity of
thallium for potassium sites has also been reported,
and that binding has been implicated in the alterations
of the cellular metabolic pathways dependent on this
ion (Fisher and Gupta 2020). Tl + also increases
reactive oxygen species (ROS) formation, which in
turn play an important role in brain and liver tissue
damage and organ dysfunctions by lipid peroxidation
(LP) (Galvan-Arzate et al. 2000; Maya-Lopez
et al. 2018). Likewise, Nrf2-dependent antioxidant
response element (Nrf2-ARE) is a basic leucine zipper
transcription factor that binds to the antioxidant
response element (ARE); this factor is a critical
regulator of effective cellular responses and its
function confers cellular protection against oxidative
stress (Kensler et al. 2007). The nuclear accumulation
of Nrf2 is an essential signaling step for its function as
a transcription factor (Nguyenet al. 2004, Lee and
Johson 2004). Its participation as a neuroprotective
factor has recently been reported by Lin et al. (2020).
They demonstrated that Tl induces a significant
increase in the levels of reactive oxygen species and
mitochondrial dysfunction in the primary neurons of
hippocampus of Wistar rat embryos. When they tested
the effect of t-BHQ (an inducer of Nrf2,) a decrease in
oxidative damage was observed, showing that activa-
tion of Nrf2 pathway plays a protective role in TI-
induced brain damage.

On the other hand, metallothionein (MT) is a family
of low-molecular-weight proteins made up of 61-68
amino acids of which 20% are cysteines distributed in
two o and B domains and 7 divalent metal ions bound
(Nordberg and Nordberg 2000). Three protein iso-
forms (MT-I, MT-II, and MT-III) have been identified
in the central nervous system and peripheral tissues.
It’s known that MT has a high affinity for divalent
essential metals such as Cu and Zn, although it has also
shown a high affinity for toxic metals like cadmium
and mercury giving rise to metal-thiolate clusters, also

plays role in metal homeostasis/detoxification and
radical scavenging (Juarez-Rebollar et al. 2017).

Potassium ferri-cyanoferrate II (KFe[Fe(CN)6]),
commonly known as Prussian blue (PB), is the
antidote of choice against the human thallotoxicosis
(Montes et al. 2011). This chelator agent is adminis-
tered by oral route, decreasing the absorption of Tl to
the enterohepatic circulation by 60-70% and therefore
increasing elimination of TI into feces (Hoff-
man 2003). Despite its effectiveness as antidote, in
severe cases of human thallotoxicosis it’s administra-
tion is still inefficient, causing neurological and
peripheral aftermath, including renal and hepatic
lesions. In order to get a new therapy against TI
poisoning and to increase the efficacy of PB, other
chelating agents have been administered alone or in
combination with PB, such as sodium diethyldithio-
carbamate, dimercaprol (British Anti-Lewisite), D-
penicillamine and the thiol amino acid L-cysteine, as
antidotes. However, when those chelating agents are
administered alone, they cause removal of the metal
from the deposit tissues, such as bone, muscle and
others, redistributing it to the brain, which aggravates
the symptomatology of the intoxication (Rios and
Monroy-Noyola 1992). In the present study, we
evaluate the decorporating effect of MT-1 + MT-II
administration to rats treated with a sublethal dose of
thallium acetate (16 mg/Kg), either alone or in
combination with PB.

Materials and methods
Animals

We used male Wistar rats weighing 200-250 g; they
were obtained from the vivarium of the National
Institute of Neurology and Neurosurgery, México.
Rats were housed four per acrylic cage and maintained
under standard laboratory conditions (12:12 light—
dark cycles, 23 £ 2°C) and 40 % relative humidity,
had free access to food and water. All experiments
were performed according to the technical specifica-
tions of the Official Mexican Norm NOM 0062-ZOO-
1999.

The experimental procedures were approved by the
Bioethical Committee of the Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia (Registry Number:
135/18), following institutional guidelines as well as
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those for Care and Use of Laboratory Animals of the
National Institutes of Health (USA).

Reagents

PB, TI acetate, Tween-80 and the atomic absorption
standard for Tl were purchased from Sigma-Aldrich
(Mexico). The MT was purchased from Creative
BioMart-COPO03. All other reagents were purchased
from Merck (Mexico). Finally, the biochemical
markers of liver and renal function were evaluated
from kits Roche diagnostics.

Antidotal treatments

Animals (n = 49) were administered with a single
intraperitoneal (i.p.) dose of 16 mg/kg of Tl acetate
purchased to Sigma-Aldrich, according to reports by
Rios and Monroy (1992). Twenty-four hours later,
animals were randomly allocated into each of six
groups of treatment, as follows: Tl + Veh: TI acetate
plus vehicle; PB: Tl plus PB (orally, 50 mg/kg twice-
daily, for four days) according to the report by Montes
etal. (2011); MT-100: TI plus a single i.p. dose of MT
(100 pg/rat) using saline solution as a vehicle;
PB + MT-100: TI plus PB in combination with MT-
100; MT-600: Tl plus a single i.p dose of MT(600 pg/
rat), according to the report of Kili¢ and Kutlu (2010);
PB 4+ MT-600: Tl and PB in combination with MT-
600. Likewise, we included a healthy control (HC)
group (n = 5) to know the normal values, only for the
studies of renal and hepatic functions and histology
analysis (n = 3). Finally, all animals were killed by
decapitation (prior anesthesia overdose with keta-
mine/xylazine) 5 days after T1 intoxication to obtain T1
concentration in body organs and brain regions.

Thallium analysis

The levels of Tl in kidney, testis, spleen, heart, lung,
and liver (peripherals organs) and hippocampus,
striatum, hypothalamus, midbrain, cerebellum and
cortex (brain regions) were analyzed by atomic
absorptions spectrophotometry using the analytical
conditions reported previously by our research group
(Rios et al. 1989). Tissue samples were acid-digested
in metal-free concentrated nitric acid and analyzed
using an atomic absorption spectrophotometer (Perkin
Elmer 3110) equipped with a graphite furnace (Perkin

@ Springer

Elmer HGA-600) and auto sampler (AS-60). All of the
material used (polypropylene tubs and tips) in TI
analysis was previously washed and immersed in a 3%
nitric acid solution for 24 h and rinsed with deionized
water to avoid external Tl contamination. The quan-
tification of metal in biological tissues was performed
using a calibration curve constructed with a thallium
standard (Perkin Elmer). Results of Tl content in
peripheral organs and brain regions are expressed as
pg of Tl per gram of wet tissue.

Biochemical markers of liver and renal damage

To determine biochemical markers of renal and
hepatic functioning, blood samples were withdrawn
and stored in clean tubes. After centrifugation at
1500g, for 10 min, serum was stored at — 20° C until
analysis. Creatinine, urea, alanine amino-transferase
(ALT), aspartate amino- transferase (AST) were
measured using NADH kinetic UV test, all this renal
and liver biochemical markers including total proteins
(TP) were measured using Cobas ¢ 111 autoanalizer
(Roche, USA), with commercially available kits
(Roche diagnostics).

Reduced glutathione assay

The tissue content of reduced glutathione (GSH) was
determined as described by Hissin and Hilf (1976).
Daily, a GSH standard was prepared in 0.1 M sodium
phosphate, 5 mM EDTA buffer (pH 8) and was kept on
ice until used. Also, a o-Phthalaldehyde (OPA)
solution was prepared in reagent-grade absolute
methanol, immediately before its use. Tissue samples
were homogenized in 3.75 mL EDTA-phosphate
buffer (pH 8.0) plus 1 mL of HPO3 (25%). Super-
natants were separated from such homogenates after
they were centrifuged at 3000xg for 15 min. Aliquots
of five hundred microliters of supernatant were added
to 4.5 mL of phosphate buffer plus 100 pL of
o-phthalaldehyde. During 15 min, the mixtures were
incubated at room temperature and their fluorescent
signals were recorded in a luminescence spectropho-
tometer (Perkin EImer LS50B) at 350 nm of excitation
and 420 nm of emission wavelengths. Results were
expressed as pmol GSH per g of wet tissue (Diaz-Ruiz
et al. 2009).
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Histopathological and immunohistochemical
study

Animals were anesthetized and then perfused with
cold saline solution followed by 10% v/v formalde-
hyde solution at 4 °C. Organs were dissected out and
processed separately in a Histokinette 200 apparatus
(Reichert Jung), finally were embedded in paraffin.
Five-micrometer-thick microtome sections were
mounted on slides, hematoxylin-eosin stained and
examined using a light microscope.

On the other hand, sections were incubated with
monoclonal antibody against Nrf2 1:100 (Nrf2 abcam
Laboratory). In brief, sections were boiled in citrate
buffer (pH 6 or 9) in a microwave oven for 2 x 10 min.
The sections were preincubated with 0.3% hydrogen
peroxide in PBS (Phosphate-Buffered Solution) for 30
min and subsequently incubated with secondary
biotinylated antisera and then immersed in avidin—
biotin—peroxidase complex; (LSAB System HRP,
DAKO, Carpinteria; CA). The immune reaction
resulted in the oxidation of the 3,3-diaminobenzidine
by peroxidase (Liquid DAB, DAKO Carpinteria CA).
The reaction sites were visualized as a brown staining.
Counterstaining with hematoxylin was performed
after immunostaining (Montes et al. 2015).

Statistical analyses

An exploratory analysis of the data was performed to
determine normal distribution (Kolmogorov-Smir-
nov’s test) and homogeneity of variances (Levene’s
test). In order to obtain normal distribution of the data,
a logarithmic transformation was applied and then,
logarithmic values were analyzed using one-way
ANOVA followed by Dunnett’s test. All analyses
were performed using an SPSS 22.0 software
(Chicago, Illinois, USA). Differences were considered
statistically significant when p < 0.05.

Results

Thallium levels in peripheral organs

Tl levels in peripheral organs after antidotal treatments
are shown in additional data are given as Online

Resource (Tables .pdf, table S1) and Fig. 1. The
mean + one SEM are shown; values are expressed as

pg of Tl per gram of wet tissue. All values are
compared with the T1 + Veh group, taken as 100%. In
panel A, kidney tissue Tl changed by effect of
treatments as follows: PB (54.3%), PB 4+ MT-100
(23.4%) and MT-600 (176.3%). In panel B, TI levels
in testis changed as follows: PB (32.7%), MT-100
(68.2%), PB + MT-100 (23%) and PB 4 MT-600
(31.2%). In panel C, spleen tissue T1 changed by effect
of treatments, as follows: PB (30.1%), MT-
100(67.8%) PB + MT-100 (29.1%) and PB + MT-
600 (26.6%). Tl levels measured in the heart are
displayed in panel D. Changes were: PB(36.6%),
PB + MT-100(26.3%) and PB 4+ MT-600 (32.4%).
Panel E shows the results of lung Tl. Changes were:
PB (37.4%), MT-100 (56%), PB + MT-100 (19.5%)
and PB + MT-600 (34%). Finally, liver Tl concen-
trations are shown in panel F. changes were: PB
(31.9%), PB 4+ MT-100(24.5%) and PB 4+ MT-600
(28.8%). All these changes were statistically signifi-
cant. One-way ANOVA followed by Dunnett’s test. T1
organ levels of the animals treated with MT alone did
not show significant changes.

Thallium levels in brain regions

Tl levels in brain regions after antidotal treatment are
shown in additional data are given as Online Resource
(Tables .pdf, table S2) and Fig. 2. The mean + one
SEM are shown; values are expressed as pg of TI per
gram of wet tissue. All values are compared with the
Tl + Veh group, taken as 100%. In panel A, hip-
pocampal tissue T1 changed by effect of treatments as
follows: PB, PB+(34.1%) MT-100 (23.2%) and
PB + MT-600 (34.1%). In panel B, striatal T1 levels
changed as follows: PB (34.5%), MT-100 (71.9%),
PB + MT-100 (24.8%) and PB + MT-600 (34%). In
panel C hypothalamus Tl changed as follows: PB
(32%), MT-100 (64.8%) PB + MT-100 (23.4%) and
PB 4+ MT-600 (32.9%). TI levels measured in the
midbrain are displayed in panel D. Changes were: PB
(35.7%), MT-100 (69%), PB + MT-100 (26.9%) and
PB 4+ MT-600 (32.2%). Panel E shows the results of
cerebellum TI. Changes by treatments were: PB
(33.3%), MT-100 (71.8%), PB 4+ MT-100 (25.6%),
MT-600 (78.9%) and PB 4+ MT-600 (25.6%). Finally,
cortex Tl concentrations are shown in panel F.
Changes were: PB (30.7), MT-100 (77.9), PB +
MT-100 (25.2%), MT-600 (79.1%) and PB + MT-
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«Fig. 1 Effect of Prussian blue (PB) and metallothionein (MT)
administered alone or in combination upon thallium (TI). The
values are shown as mean + one SEM and are expressed in pg/g
of tissue wet of Tl. Only showed the values of TI plus vehicle
(T1 + Veh) levels in kidney (panel A, 11.97 & 2.21), testis
(panel B, 10.80 £ 0.95), spleen (panel C, 3.98 + 0.43), heart
(panel D, 4.72 £ 0.40), lung (panel E, 4.30 £ 0.55) and liver
(panel F, 4.18 & 0.050). Prussian blue (PB): Tl plus PB at 50
mg/kg four days, MT (MT-100 and MT-600): T1 and MT 100 or
600 pg/ rat; PB + MT-100 and PB + MT-600: Combined
treatments of PB and MT to 100 and 600 pg/ rat respectively.
One-way ANOVA followed by the Dunnett’s test. *p < 0.05,
**p < 0.001vs T1 + Veh

600 (30.7%). All these changes were statistically
significant. One-way ANOVA followed Dunnett’s
test.

Renal and hepatic biochemical markers

The results of antidotal treatments on renal and hepatic
thallium toxicity markers are shown in the Table 1.
We observed a significant increase in serum creatinine
and urea of 2.4 and 3.6-fold, respectively, by effect of
Tl intoxication (Tl 4+ Veh), as compared healthy
control (HC) group. No alterations in those markers
were found in all of the groups receiving treatment
either with PB or MT antidotes alone or in combina-
tion, as compared to HC averages.

Renal and hepatic GSH levels

To know if the cytoprotectant effect observed in the
kidney and liver biomarkers is due to an antioxidant
effect exerted by MT, the levels of GSH in the tissues
were evaluated. The results are shown in Fig. 3 and the
values are expressed as the mean &= SEM of 6-7
animals per group, in pmol of GSH per gram of tissue.
As clearly seen, the kidney GSH in the HC were
1.15 £ 0.32, while in the Tl 4+ Veh, an average value
of 0.40 £ 0.04 was observed, which represents a
decrease of — 65.23% with respect to HC group.
Likewise, in the group PB we observed an average
value of 0.52 £0.05 and in MT-600 it was
0.73 £ 0.09. Finally, in the PB + MT-600 the aver-
age value was 0.67 £ 0.26. Only the MT-600 showed
an 83% increase in GSH levels compared to the
Tl 4 Veh, this difference was statistically significant.
One-way ANOVA followed by Dunnett’s post hoc

test. *p < 0.05. Regarding the liver results, no differ-
ences were observed between the evaluated groups
(data not shown).

Histopathological examination

Figure 4 shows the histological structure of different
tissues of HC, Tl + Veh, PB, MT-600 and MT-
600 + PB, using hematoxylin-eosin. Histological
examination of kidney, testis, spleen, heart, lung and
liver of control group and treated rats, revealed little
morphological changes between the organs of those
groups. The morphological findings from the current
study revealed normal structure of glomeruli, the
proximal tubular epithelium, tubules, and basement
membrane of kidney (panels A-E); similar results
were observed by testis, both the parenchyma with
seminiferous tubules and the Leydig cells, as well as
the germ cells including the Sertoli cells, showing a
normal appearance in all the groups studied (panels F—
J).The spleen parenchyma with the white pulp formed
by lymphatic tissue, as well as the red pulp, composed
of vascular sinuses, was observed without changes in
its morphology (panels K—N). In the same figure panels
N-R the cardiac muscle of has shown fibers grouped in
bounds, connective tissue with capillaries between the
cardiac fibers no lesions. No lesions were evident in
representative sections of lung from all groups of
animals analyzed by the light microscope, conserved
bronchial basement membrane and vascular endothe-
lial cells, as well as bronchial tubes are shown (panels
S—-W). Liver sections showed hepatic architecture
without alterations with presence of a central vein
surrounded with hepatic cords sinusoids (panels X-—
B1).

Nrf2 immunohistochemical study

Figure 5 shows the immunohistochemistry to identify
the Nrf2 as oxidative stress response marker in several
organs from HC and experimental treatments.
Immunohistochemical examination revealed scarce
immunoreactivity for Nrf2 in spleen and heart sections
(panels K and N) whereas slight immunoreactivity was
observed in kidney, testis lung and liver in the HC
(panels A, F, S and X). In the animals treated with
Tl + Veh the moderate intensity of immunoreactivity

@ Springer



Biometals

Striatum

Hippocampus

009-LN+9d

:

H 009-LIN

00l-LN+9d

*%*

* 00L-LIN

ad

*%

YaA+IL

(enssn 6/6M) |1

* %

—_ 009-LN+8d

- 009-LIN

31—

00L-LIN

5 gd

UaA+IL

(enssy B/67) |L

Midbrain

Hypothalamus

*H - 009-LIN+9d

- L 009-LIN

E _.. 00l-LN+8d

x HEEREEE, 00L-LIN

* %

gd

USA+IL

(enssn 6/6M) |1

¥ H 009-LN+9d

H 009-1IN

* %

00L-LN+8d

* | 00L-LIN

* %

ad

USA+IL

(enssn 6/67) |L

Cortex

Cerebellum

x __H 009-LIN+8d
* | 009-LIN
: _..oS-E,,mn_
ol 00L-LIN
b ad
USA+IL
~ - o

(enssy 6/61) 1L

X ‘ 009-LN+49d

* | 009-LIN

X _.- 00L-1LN+8d

« e 004-LIN

X ad

UaA+IL

(enssn 6/61) |1

pringer

as



Biometals

<« Fig. 2 Effect of Prussian blue (PB) and metallothionein (MT)
administered alone or in combination upon thallium (TI). The
values are shown as mean + one SEM and are expressed in pg/g
of tissue wet of Tl. Only showed the values of TI plus vehicle
(T1 + Veh) levels in hippocampus (panel A, 2.13 £ 0.20),
striatum (panel B, 2.05 4+ 0.17), hypothalamus (panel C,
2.19 £ 0.21), midbrain (panel D, 1.71 £ 0.02), cerebellum
(panel E, 1.56 + 0. 13) and cortex (panel F, 1.63 £ 0.13).
Prussian blue (PB): Tl plus PB at 50 mg/kg four days, MT (MT-
100 and MT-600): Tl and MT 100 or 600 pg/rat; PB + MT-100
and PB + MT-600: Combined treatments of PB and MT to 100
and 600 pg/rat respectively. One-way ANOVA followed by the
Dunnett’s test. *p < 0.05, **p < 0.001 vs TI + Veh

was more evident in all organs (panels B, G, L, O, and
Y) mainly in the lung (panel T). In the group treated
with PB, a slight immunoreactivity was observed for
kidney, spleen, heart, lung and liver (panels C, LL, U
and Z), while a moderate increase in the immunore-
activity was observed in testis (panel H). Likewise,
similar results were observed for the MT-600 group
(panels D, I, M, Q, V and A1). In contrast, compared to
the HC an increased Nrf2 immunostaining was
detected in the all organs studied of Tl + Veh, PB,
MT-600 and PB 4+ MT-600 groups (Table 2).

Discussion

The findings of the present study demonstrated a
decrease of Tl concentrations in the various organs
studied due to the effect of MT administered alone or
in combination with PB. The mechanism of TI
decorporation by PB is well-known; during its passage
through the intestine, PB exchange K + by Tl + ions

Table 1 Renal and hepatic biochemical biomarkers

Kidney

PB-V////-|

puMol of reduced gutathione/g of tissue
MT-600 1

TI-Veh
PB+MT-600 A

Fig.3 Results of reduced glutathione (GSH) levels evaluated in
the kidney, the values are expressed in mmol of GSH per gram
of tissue and correspond to 6—7 animals per group and the values
are shown as mean £ SEM. Healthy control (HC), thallium plus
vehicle (T1 4+ Veh), Prussian blue (50 mg/kg) four days (PB),
metallothionein 600 pg/rat (MT-600) and PB + MT-600
combined treatments. One-way ANOVA followed by the
Dunnett’s test. *p < 0.05 vs T 4+ Veh

on the surface of the lattice of K Fe (Fe (CN)6) (PB).
Once exchanged, PB forms a stable compound with
thallium, that is in turn excreted into the feces,
accelerating Tl decorporation (Kravzov et al. 1993).
MT, on the other hand, has been proposed as a
chelating antidote for T1in thallotoxicosis (Kili¢ G and
Kutlu M 2010). In our hands, MT was moderately
effective as an antidotal treatment against acute
thallium systemic poisoning, when given alone (100
or 600 pg) or in combination with PB. MT decreased
the thallium levels in tissues of metabolic importance,
such as lung and liver, and also in the two brain regions

Group Creatinine mg/dL Urea mg/dL ALT U/L AST U/L TP g/dL

HC 0.36 £+ 0.01 42 £ 2.8 83 £+ 8.7 310 £ 11.1 7.3 £ 0.07
Tl + Veh 0.86 £ 0.24* 150 £ 34.9% 59 £ 39 276 £+ 26.2 7.5 £0.19
PB 0.41 £+ 0.02 57 +£ 8.8 72 £ 2.1 335 £ 28.2 7.6 £0.20
MT-600 0.42 £+ 0.03 62 £ 11.7 58 +£5.3 281 £+ 30.2 7.5 £ 0.20
PB + MT-600 0.36 £ 0.01 44 £ 1.6 61 £72 311 £ 42.6 7.7 £0.21

Healthy control (HC), thallium and vehicle (Tl + Veh), Prussian blue at 50 mg/kg (PB), metallothionein 600 pg (MT-600), all
groups except HC received Tl (16 mg/kg). Mean £ SEM. One-way ANOVA followed Dunnett’s test.

p < 0.05 vs HC
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Fig. 4 Histopathological analysis on kidney, testis, spleen,
heart, lung and liver tissue sections obtained from rats. Healthy
control (HC), thallium plus vehicle (T1 4+ Veh), Prussian blue
(50 mg/kg) four days (PB), metallothionein 600 pg/rat (MT-

containing the highest concentrations of thallium, such
as hypothalamus and cerebellum. The systemic effect
of MT did not produce an undesirable redistribution of
Tl to the central nervous system (target organ of
thallotoxicosis), as it has been observed after the
administration of other chelating agents, such as p-
penicillamine or endogenous thiols such as L-cysteine
(Rios and Monroy-Noyola 1992, Montes et al. 2007),
as MT is unable to cross the blood-brain-barrier
(Lewis et al. 2012) then, it is possible that a putative
T1-MT complex may not be able to cross to the brain to
produce a redistribution of the metal. Particularly, the
administration of 600 pg of MT showed a systemic,
rather than cerebral, increase of renal Tl concentra-
tions produced by a redistribution of the metal to the

@ Springer

600) and PB + MT-600 combined treatments. The organs show
a normal appearance, and no obvious lesions were observed in
the groups analyzed. Hematoxylin-eosin staining, magnification
% 1000. Scale bars = 20 mm

kidney. Interestingly, this renal thallium accumulation
did not induce significant kidney damage, as the levels
of creatinine (a biomarker of kidney dysfunction) were
similar to the HC group values. Tl decorporation is
more evident in the kidney and hippocampus, when
MT is administered simultaneously to PB (PB + MT-
100 and 600 groups). This additive pharmacological
effect of MT in combination with PB has been
reported for others exogenous chelating agents studied
experimentally in vivo (Montes et al. 2011). Taken
together, results of the present study suggest a
chelating effect of MT on Tl (Kili¢ G and Kutlu 2010;
Mendez-Armenta 2003; Kara et al. 2005). Exogenous
administration of MT has been reported to be protec-
tive against heavy metals’ intoxication (Sabolic
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Fig. 5 Immunohistochemical study of Nrf2 on kidney, testis,
spleen, heart, lung and liver tissue sections obtained from rats.
Healthy control (HC), Tl and vehicle (T1 + Veh), Prussian blue
group (PB): TI plus PB at 50 mg/kg four days, metallothionein
(MT-600): Tl and MT 600 pg/rat; PB 4+ MT-600 group:
Combined treatments of PB and MT 600 pg/rat. Tissues

increased Nrf2 immunoreactivity in glomerular vascular tissue
of kidney, hepatocytes, central vein of liver bronchial basement
membrane lung and testis of experimental groups was observed.
Arrow shows Nrf2 immunoreactivity. Magnification x1000.
Scale bars = 20 pm

Table 2 The semi-quantitative morphological evaluation of immunohistochemical Nrf2 analysis, according to group

HC Tl + Veh PB MT-600 PB + MT-600
Kidney + + + + + + + +
Testis + + + + + + + + + + + +
Spleen - - = + + + + +
Heart - - = + - - - P +
Lung + + + + + + + + + + + + + +
Liver + + + + + + + +

Healthy control group (HC), thallium and vehicle (T1 + Veh), Prussian blue (PB), metallothionein 100 and 600 pg (MT-100 and
MT-600 respectively): slight; + + moderate + 4 + ;intense; — — — scarce
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et al. 2010). In this study, hepatic Tl accumulation
decreased at both doses of MT (100 or 600 png), as
reported by Kili¢, and Kutlu (2010) in a similar rat
model of acute thallotoxicosis. It is important to
remark that most of the effects of MT were not dose-
dependent in body organs and brain regions, suggest-
ing that the lower dose of MT (100 pg /rat) is achieving
the maximal effect of the protein on TI decorporation.
In fact, the highest dose of MT employed (600p.g/rat),
was the one that produced a redistribution effect on
kidney TI.

The use of MT as an antidote in TI toxicosis
protected against the damage to peripheral organs by
decreasing organ concentrations of thallium without
increasing the metal concentration of the brain.
Because this effect of decorporation of Tl by MT
was modest, it is possible that other MT-induced
mechanisms are also participating to prevent TI-
induced damage.

An interesting finding of this study was that MT
increased GSH levels, indicating a decrease of TI-
induced oxidative stress. This may explain the MT-
induced cytoprotection observed in kidney, since
various studies have shown that oxidative stress is an
important mechanism of damage leading to kidney
dysfunction in children and adults exposed to TI
(Osorio-Rico et al. 2017; Duan W et al. 2020). Like-
wise, in the PB + MT-600 group, there is only a
tendency to increase the amount of GSH which, due to
the great variability, was not statistically significant.
This may indicate that PB does not have an antioxidant
effect, as it is observed in the group receiving PB
alone. It has been reported that PB is acting only as a
Tl chelator allowing a faster removal of the metal from
tissues (Montes et al. 2011).

In the same line, T1 was able to increase Nrf-2
staining in most organs, by effect of MT, showing an
induction of protective mechanisms against oxidative
stress induced by Thallium. The antioxidant actions of
MT are well-known and have been suggested as an
advantage of the protein compared to other chelating
agents (Ruttkay-Nedecky et al. 2013) as it is able to
prevent free radicals’ overproduction with consequent
lipid peroxidation and formation of reactive oxygen
species (Juarez-Rebollar et al. 2017). This antioxidant
action of MT may explain why the protein protected
from the renal effects of acute thallium poisoning, in
spite of the redistribution of TI to the kidney. The
increased renal Tl concentrations observed in the

@ Springer

group of animals treated with MT-600 may also be the
reflection of a higher excretion of the metal by this
organ. This remains speculative until future experi-
ments. An additional cytoprotective mechanism of
MT is its ability to partially detoxify Tl in fish and rice
plants tissues, according to recent reports from
(Dragun et al. 2018; Yao et al. 2020).

Likewise, the increase in both GSH and Nrf2 due to
the effect of MT is interesting since a direct associ-
ation between the synthesis of GSH and Nrf-2 has
been reported. The first step in the synthesis of GSH is
catalyzed by L-glutamate L-cysteine y-ligase (GCL), to
form y-glutamyl-cysteine, the expression of GCL (the
rate-limiting enzyme for the synthesis of GSH),
responds to oxidative stress that is positively regulated
by Nrf2 which, in combination with small homologous
proteins of the avian musculoaponeurotic fibrosar-
coma oncogene homolog (MAF), bind to the antiox-
idant response elements (ARE) in the promoter of the
gene as well as other antioxidant enzymes such as
glutathione S-transferase (GST), UDP-glucorosyl
transferase and superoxide dismutase (SOD), GSH
peroxidase (GPx) and catalase (CAT). The second step
in the synthesis of GSH is catalyzed by GSH
synthetase (GS), which produces GSH by adding a
glycine molecule to y-glutamyl-cysteine. Both the first
and second steps require energy in the form of
adenosine triphosphate (ATP); however, ATP is
generally not considered a limiting factor in GSH
production, except under pathological conditions
(Vairetti et al. 2021). Based on this information, it is
likely that the increased GSH levels is related to an
increase in Nrf2, that was observed in the immuno-
histochemical images of the antidote groups.

The present study contributes with relevant pre-
clinical data to evaluate the pharmacological efficacy
of MT alone or in combination with PB for the
antidotal treatment of acute thallotoxicosis. For most
of the organs and brain regions, both antidotes showed
a summation of effects when combined, with no
statistically significant interaction. That result indi-
cates that MT and PB are acting by different, unrelated
mechanisms. As MT is unable to cross the blood-brain
barrier efficiently, thallium is been chelated only in the
periphery, without redistribution to the brain. This
represents an advantage of the protein over other
chelating agents that aggravate thallium toxicity when
administered alone (Rios and Monroy-Noyola 1992;
Lewiss 2012).
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It is interesting to remark that the reference values
in healthy adult population in 1990 and 1994 (Minoia
et al. 1990 Caroli et al. 1994) and subsequently the
levels in blood, serum, plasma and urine have been
reported in a population exposed to T, both in water
and in the soil, demonstrating their potential threaten
to population health (see Table 3). Likewise, in
experimental studies in rats exposed to low and high
concentrations of Tl during chronic exposures of 30
and 60 days, chelating therapies have been tested
(Table 3).

Conclusion

Considering that various reports showed that exposure
to TI, even at very low concentrations, represents a
threat to human health and that exposure to TI is an
increasingly global problem, the results of the present
study show that MT administered alone or in combi-
nation with PB possess a cytoprotective action, due to
a double mechanism: by decreasing organ TI concen-
trations exerted by PB and by increasing antioxidant
actions MT due to its ability to prevent Tl-induced
oxidative stress.
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