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" MAS QUE ESCASEZ DE MEDIOS HAY MISERIA DE VOLUNTAD, EL
ENTUSIASMO Y LA PERSEVERANCIA HACEN MILAGROS, LO
EXCEPCIONAL ES QUE EN LUJOSOS Y BIEN PROVISTOS
LABORATORIOS SOSTENIDOS POR EL ESTADO, UN NOVEL
INVESTIGADOR LOGRE ENTRENARSE CON MEMORABLE HAZANA
CIENTIFICA DESDE EL PUNTO DE VISTA DEL EXCITO, LO COSTOSO,
LO QUE PIDE TIEMPO, BRIO Y PACIENCIA NO SON LOS
INSTRUMENTOS, SINO DESARROLLAR Y MADURAR UNA APTITUD.
A LO MAS LA CRISIS ECONOMICA NOS CONDENARIA A LIMITAR
NUESTRAS INICIATIVAS: A LIMITAR EL MARCO DE LA INDAGACION.
PERO 4NO ES ESTO UNA VENTAJA? EN ESTE ASPECTO CABE
DISTINGUIR DOS CIENCIAS: UNA DEPENDIOSA, ARISTOCRATICA,
CUYO CULTO EXIGE TEMPLOS SUNTUOSOS Y RICAS OFRENDAS, Y
OTRA BARATA, CASERA, DEMOCRATICA ACCESIBLE A LOS MAS
HUMILDES PECULIOS. Y ESTA MINERVA DE LOS HUMILDES
MUESTRASE SINGULARMENTE PROPICIA EN SU BONDAD, ACOGE
MEJOR LAS FLORES DE LA MEDITACION HAY ADEMAS, UN NOBLE
ORGULLO UN NOBLE ORGULLO EN TRIUNFAR CON POBRES
MEDIOS: EL ORGULLO DE LA ELEGANCIA Y LA SOBRIEDAD. POR
OTRA PARTE NADA REALIZA MEJOR LA ENERGICA PERSONALIDAD
DEL INVESTIGADOR DISTINGUIENDOLE EN LA CATERVA DE LOS
TRABAJADORES AUTOMATICOS, QUE AQUELLOS
DESCUBRIMIENTOS DONDE LA VOLUNTAD Y LA LOGICA DOMINAN
EL MECANISMO Y PARA LOS CUALES EL CEREBRO ES CASI TODO
Y LOS MEDIOS MATERIALES CASI NADA".

SANTIAGO RAMON Y CAJAL
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INTRODUCCION

Por mucho tiempo el hombre ha sido expuesto a diferentes sustancias tdxicas

de origen vegetal y mineral, que se eancuentran principaimente en la corteza

terrestre, en bacterias, hongos, plantas y animales, asi como también en

numerosos productos industriales que se emplean en la agricultura, en las

labores domeésticas, como: limpiadores, pesticidas. cosmeéticos y depilatorios. E}
manejo inadecuado de estas sustancias ha causado la muerte e intoxicaciones
graves, en poblaciones rurales y urbanas en el mundo.

Desde el sigio pasado se han

intoxd ]

reportado wvarios de

provocadas por diferentes metales, que inducen alteraciones neuronales

especificas, como en algunas enfermedades degenerativas por ejemplo: el

arsénico en la neuropatia periférica, el manganeso en el Parkinson, el plomo en
de er fal

patia, el cobre en la enfermedad de Wilson y el talio en algunos
casos de esquizofrenia, Parkinson, y epilepsia.

Se ha reportado que las intoxicaciones mas antiguas en el hombre fueron
provocadas por metales, como el talio, que fue utilizado en el tratamiento de
enfermedades de alta incidencia, en casos de tuberculosis, disenteria, gonorrea
y sifilis, fué introducido en dermatologia como depilador y para el tratamiento de
1a tina.

El talic fue descubiertc por Williams Crookes en 1861, por medio de un
examen espectroscopico en donde vido una banda verde brillante a 1a que llamé
talio, es un elemento quimico que se ha extraido de productos naturales.

i En 1920 se descubric en Alemania y en Estados Unidos el uso del sulfato de
talio en rodenticidas e insecticidas utilizado al 2 % al que itamaron "Zelio™, con

frecuencia produce en el hombre graves intoxicaciones accidentales, suicidas o
criminales.



La exposicion industrial y ocy ional al té

productos en ingenieria electronics,

durante la elaboracion de

nuclear y Optica ha causado
envenenamientos frecuentes, asi como entre los agricultores que lo usan en

Taaicid N ticid
plag e ir

El talio es un elemento soluble, que se absorbe por la piel y el tracto

gastrointestinal, difundiéndose por la sangre en forma inmediata a todos los

organos y tejidos donde permanece por largos periodos, movilizandose desde

fos tejidos como: musculos y huesos hacia el cerebro, lo que origina secuelas a
cortoy largo tiempo.

La toxicidad del talio wvaria de acuerdo a la cantidad

intoxicaciones agudas, subagudas y cronicas,

inicialmente

ingerida. En las

ias manifestaciones clinicas son
de origen gastrointestinal, como:

vomito, falta de apetito,
faringoesofagitis, gastroenteritis,

colitis y diarrea, seguidas de sintomas

regpiratorios, circulatorics, musculares y endocrinologicos, los mas frecuentes e

intensos son los neurolégicos. En casos graves de intoxicacion, la muerte se

presenta en lapsos cortos de 5-7 dias posteriores a la ingestion. El talio que ha
entrado a! organismo tiene una excrecion inadecuada por

rifones, glandulas
y ba : se deposit en otros organos, principalmente en el
cerebro provocando ataques coreiformes, parkinsonismo, encefalopatias y tem-

blor.

Debido a que la intoxicacion de talio es un problema social muy importante, se
han utilizado varios farmacos para sliminar rapidamente el toxico del organismo.

Los tratamientos son altamente controversiales, estos farmacos,

potenciaimente
quelantes,

se han usado experimentalmente en tratamientos con pacientes
intoxicados con metales, que no han dado un resultado satisfactorio, porque al

no aumentar la excrecion permiten la redistribucién del metal hacia el cerebro.



Sin embargo, se utiliza actualimente el hexacianoferrato Il férrico potasico, que
se conoce como azul de Prusia, considerado el antidoto mas efectivo contra la

intoxicacion de metales, aunque su proteccion no es total,

disminuye la
redistribucion del talio al aumentar la excrecion del metal.

En el presente estudio se quiere investigar una afternativa terapeutica mas
eficaz en la intoxicacion por talio empleando azul de Prusia y el quelante D-
penicilamina que ha sido utilizado para la excrecion de otros metales como el

cobre, mercurio y plomo, ya que en su estructura presenta grupos sutfhidrilios por
los cuales el talio también tiene afinidad.

ANTECEDENTES

Il. DESCUBRIMIENTO DEL TALIO

€l talio fue descubierto en 1861 por Williams Crookes cuando analizaba el
procesamiento de obtencidon de! acido sulfurico, mediante un examen
espectroscopico en donde vido una banda verde brillante a la que llamo talio, (del
Griego Tallos=Tallo) inspirado en el color que toma la vegetacion en 1a provincia
de Hartz, Alemania [14, 27].

Crookes cilasifico a este metai en la familia de ios suffuros, pero Mendeleiev lo
agrupo en el grupo Il de la tabla periodica y se le otorgd el simbolo "TI™.
Actuaimente esta incorporado en 1a famiiia de 10s metales del grupo 11l {14].

tamy y Frenchhman en 1862 redescubrieron nuevamente esa banda verde, 1o
que sirvio para estudiar las propiedades fisicoquimicas de este nuevo elemento
aislado por Crookes, ya en grandes cantidades [27].

El talio lo encontramos en la corteza terrestre mezclado con varios minerales,

como ia pirita y en la produccion del acido sutfurico [14, 27].




i.a Propied fisi

P

Su numero atémico es 81, su peso atémico es 204.39, su punto de fusion es

de 303 °C, el punto de ebullicion de 1.453 °C, tiene una densidad de 11.85 g/cm3

a 20 °C. puede ser univalente o trivalente, siendo los corr

mas bl

los de valencia +1 [14, 27].

£s un metal plateado de color grisaceo (10). tiene dos isotopos naturales con

numero de masa de 203 % y 205% el isotopo natural es 2047, se considera el

mas importante con una vida media de 3.56 afios [6, 14,27 ].

11.b Propiedad quimi del talio

El talio es una sal soluble en agua y en soluciones alcalinas, se disuelve en el

acido sulfurico al 25 % a 90 °C. En acido nitrico se disuelve con rapidez

formando una sal metalica univalente, en acido clorhidrico se disuelve muy
lentamente, formando en ia superficie una capa de cloruro de talio. Las sales de
talio se forman como compuestos bivalentes que se disuelven en ciertas
proporciones de agua y a una determinada temperatura {27].

. DISTRIBUCION DEL TALIO EN LA NATURALEZA

Los descubrimientos de Crookes y Lamy estimularon a otros autores a
continuar con ia busqueda de nuevos elementos, aportando conocimientos sobre
las fuentes naturales del talio y estableciendo que es un elemento de distribucion
mundial (26, 52], encontraron que existe en pequefias cantidades en rocas,
suelos, cenizas, carbones, meteoritos, en el agua de algunos mares, rios, manan-

tiales y lagos. en algunas plantas y en la composicion de algunos minerales
magmaticos {6, 16, 45, 69, 1.




La concentracion del metal en la corteza terrestre es de .003 %, las
roca§ contienen 6 X 10%°%. El talio se encuentra asociado a minerales
polimetdalicos que en su composicidn quimica contienen litio, potasio, rubideo,
cesio, etc. Entre los mas abundantes se encuentran los silicatos (feldespatos y
micas) y los mineral-es sulfurados (pirita. esfalerita y galeana), utilizados para la
obtencion del acido sulfurico. El contenido de talio en los minerales es de una a
diez mil partes del volumen total de éstos [16].

El talio se ha e-nconlrado en vegetales, como el humus de bosques de roble y
haya [16]}. se han encontrado valores de 2.5 mg de talio en aguas de manantiales,

rios y en aguas marinas en concentraciones de 0.02 a 2.76 mg de talio/ litro {16,
27 , 64].

1IV. Usos del talio

Despues del descubrimiento del talio se usdé como agente terapeduiico en el
tratamiento de tuberculosis, enfermedades venéreas como sifilis, gonorrea,
disenteria, teniendo una gran popularidad como agente depilatorio y en el
tratamiente contra la tifa en el cuero cabelludo . Las sales de talio también
fueron usadas como pesticidas [65] y en cosméticos [53].

Debido a su alta toxicidad y a las propiedades inodoro e insaboro que

presentan las sales de talio, en Alemania en 1920 se elaboraron insecticid

y
rodenticidas que contenian principalmente suffato de talio (Ti:Sos) como

ingrediente activo, incluyéndolo principaimente en el raticida comercialmente
llamado ""Zelio' que contiene sulfato de talio en un 2 % [53].
En 1959 se usaron las sales de talio en la Unidén Soviética como antidetonante

en el combustible de motores de combustion interna [6]. Actualmente el talio y




sus compuestos tienen una aplicacion importante en ingenieria eléctrica porque
se producen fotorresistencias, fotoceldas de aita suceptibilidad, semiconductores
de calidad, fototriodos con sensibilidad al infrarrojo; por su alta resistencia y
antifriccion que presenta el metal se elaboran termopares, anodos insolubles,
contactos eléctricos y fusibles especiales [27, 28].

En electronica es usado en instrumentos de graduacién espectral invotucrados
en el control de peliculas de Rayos X, en la fabricacion de electrodos de descarga
vy fluorescencia de lamparas de rayos ultravioleta, asi como el isotopo radioactivo
204T] se utiliza para elaborar generadores de radiacion affa [28).

€n ingenieria nuclear se elaboran activadores y estabilizadores del proceso de
Iuminisceﬁcia en varios modelos de contador de centelleo [27, 28].

En optica se elaboran cristales, prismas y lentes de bromuro de talio (TIB;) y
yoduro de talioc (TIl) que se utilizan en espectroscopia y microscopia.
Experimentalmente el tricloruro de talio (TICla) en concentraciones pequefnias se

ha empleado como antitumoral en ratas [6, 70].

V. TOXICIDAD DEL TALIO

El uso del talio como agente terapéutico, en la elaboracién de diferentes
productos, el manejo inadecuado de rodenticidas e insecticidas que contienen
suflfato de talio y la utilizacion de compuestos en la industria. han causado en el
hombre graves intoxicaciones e incluso la muerte, en un lapso de 7 a 12 dias por
lo que se considera un problema de salud {53, 65, 74.78].

Desde su descubrimiento hasta principios de siglo se reportaron numerosas
intoxicaciones por uso de sales de talio en el tratamiento de las diferentes
enfermedades antes citadas por 1o que se suspendié en la terapia médica [27.
57, 62).



La introduccion del talio en depilatorios, cosméticos, pesticidas y rodenticid

en el aifo de 1920, incremento considerablemente el nimero de intoxicaciones

por identes, suicidios, y homicidios [63,57].

En las ultimas tres decadas el mayor namero de ir

iones reportad han
sido causadas por el raticida “Zelio" que se ingiere accidentalmente o con

fines suicidas {17, 66. 57]. Por o cual ha sido prohibido en E d Unidos desd

1965 y en muchos otros paises [63,70,].

El envenenamiento {aboral, en la elaboracién de los productos antes dichos

que contienen talio, es de baja frecuencia [63,74].

VIi. PROPIEDADES TOXICAS DEL TALIO

€l talio se ha considerado uno de los metales mas toxicos porque en

concentraciones bajas provoca la muerte [39]. La dosis varia considerablemente
de un caso a otro, para humanos se ha calculado que la dosis letal SO (DLS0) es
de 8-12 mg/kg de peso y para roedores es de 30-32 mg/kg {1. 57].

La toxicidad de! metal se debe a que el talio es muy similar a! potasio y es

capaz de reemplazario en muchas funciones celulares [10] asi como a su

interaccion con los grupos sulfhidrilos [61]. esto modifica la accién de ia

piruvato-cinasa, causando inhibicion en las reacciones de la glucdlisis. altera l1a

accion de la ATPasa por lo que las mitocondrias sufren modificaciones ya que

son ricas en esta enzima, el talio también disminuye la generacion de ATP,

produciendo inhibicién en la fosforilacion oxidativa, por otro lado produce un

incremento en la actividad de la monoamino-oxidasa, esto desencadena un
incremento en la serotonina, también causa una desestabilizacion progresiva y
dano irreversible en los ribosomas por lo que se altera la sintesis proteica, inhibe
los procesos fisologicos de las fibras musculares, esto afecta 1a excitabilidad de

fas células de! miocardio y se modifica el potencial de accion de las fibras

7



nerviosas (14,18, 19, 50], interfiere en el metabolismo de los aminoacidos que
contienen azufre, maodifica los residuos de cisteina, desencadenando una
deficiencia de glutation y proteinas enzimaticas, causando pérdida de peso, de

cabelio y en ocasiones la muerte [22,47,53,63).

Vili. ABSORCION Y EXCRECION DEL TALIO

Los compuestos monovalentes del talio: sulfato (TizSO4). acetato
(CH3COOTI)., carbonato (TI2CO3). ¥y Yodato (Til), son sales de talio solubles que
se absorben rapidamente por el tubo gastrointestinal y la piel, [40). el metal se
distribuye inmediatamente por todo el organismo [56],

El uso de ténicas hitoslogicas., histoenzimaticas e histoquimicas han
revelado 1a distribucion del metal en animales de laboratorio reportando niveiles
de talio en el organismo, en concentracion descendiente: rindn, intestino, tiroides,
testiculo, pancreas, piel, hueso. glandulas adrenales, musculo, bazo, puimén,
corazon, las concentraciones mas bajas se encontraron en cerebro e higado
[47.57).

La mayor concentracion de talio en el cerebro se alcanza a las 24 horas
después de la administraciéon a una solucién de 32 mg/kg en forma de sulfato.
Los niveles mas altos se registran en el hipotalamo y los mas bajos en corteza
cerebral [57].

La eliminacion del talio es lenta a través del rindn, glandulas sudoriparas y
salivales [12,61], el talic se reabsorbe en un 60 % por los tubulos contorneados
proximales y distales de las nefronas (12.21]. Al salir el talio de las células de los
diferentes oOrganos se redistribuye nuevamente por todo el organismo
aumentando la concentracién en musculos y cerebro; se agravan los sintomas

del individuo sobre todo los de origen neurolégico y psiquiatrico [10,53].



Vill. SINTOMAS DE LA TALIOTOXICOSIS

En las intoxicaciones agudas, subagudas y cronicas, por homicidio, suicidio y
ocupacional, tanto en los nifos como en adultos se encuentran alteraciones
metabdlicas originadas por la inhibicidbn de ciertas enzimas, coenzimas y
proteinas estructurales, causando cambios funcionales y estructurales de céulas,
tejidos y odrganos ([53]. que se manifestan por lesiones gastrointestinaies,
pulmonares, vasculares, musculares y endocrinologicos [12.56,). asi como
cambios conductuales; (disturbios emocionales, delirio, confusién, alucinaciones,
amnesia. demencia, sindromes paranoides, alucinatorios, ezquizofrenia) [53].
los sintomas varian de un individuo a otro [10].

Los sintomas mas evidentes en modelos experimentales de taliotoxicosis son:
diarrea, anorexia, letargia, irritabilidad, conjuntivitis, debilidad y cianosis,
acompariados de pérdida de peso, alopecia, alteraciones osteocondrales y

neuronales [23,18].

Vill.1 ALTERACIONES EN EL SISTEMA NERVIOSO

A través de investigaciones post-morten y experimentales se ha demostrado
una variedad de cambios morfolégicos celulares inducidos por el talio. Mediante
estudios con microscopia Optica y electronica se observd que las mitocondrias
son las mas alteradas entre los organelos citoplasmaticos, causando lesiones en
los diferentes tejidos y sistemas [47,53).

Las alteraciones neuropatologicas son degenerativas e irreversibles y se
presentan en el cerebro. cerebelo, tallo cerebral, y médula espinal. cuyas
neurconas se caracterizan por la pérdida de los grumos de Nissl, con pequerias
vacuolas, granulaciones citoplasmaticas, picnosis de muchas células, ausencia de

células de Purkinje [53].



La sustancia blanca presenta edema inicial seguida de proliferacion de las

células gliales y desmielinizacion. En los ilares er i ' cambios de

sus membranas con edema y fibrosis de su pared [13, 53).
En el sistema nervioso periférico se producen cambios morfolégicos en las
blisis, o ielini i6n y degeneracion de

células nerviosas motoras con crorr

fibras nerviosas [13].

VIi.2 RINON

El analisis quimico de ia orina es fundamental, ya que desde el principio se
altera, ayuda al diagnostico y marca la evolucion clinica de la intoxicacion, hay
albuminuria, hematuria, glucosuria, disminucion parcial de la creatinina,
presencia de leucocitos y eosinofilos en los tubos contorneados proximal y distal
{22,53,57], con deterioro citoplasmatico como: cambios degenerativos en las
mitocondrias, proliferacion de particulas electro-opacas y densas parecidas a
glicogeno, vacuolas, cristales, dilatacion y ruptura parcial del reticulo

endoplasmico [10,23,76].

VL3 GASTROINTESTINAL.

Las alteraciones gastrointestinales se manifiestan a las pocas horas de
ingerido el talio con vomito, dolor, abdominal, hemorragia gastrointestinal, diarrea,
algunos presentan anorexia y nausea persistente y estrenimiento intermitente. En
revisiones microscopicas se encontré edema en (a submucosa dei intestino
grueso, la enteritis se caracterizd por pocos leucocitos polimorfonucleares en
algunas de las glandulas mucosas, infiltracion linfoleucocitaria en todas las capas
del intestino grueso con marcado edema y desintegracion de mictocondrias por

vacuolizacion. En el intestino delgado también se observa degeneracion
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mitocondrial, ocasionando una disminucion de mitocondrias en las

diferentes capas con aumento de los cuerpos residuales [21.47.53].

Vvill.4 HIGADO

El citoplasma de los hepatocitos presenta cuerpos residuales de naturaleza
lipidica, con disminucion de! glucégeno en el citoplasma, dilatacién del reticulo
endoplasmico liso, las mitocondrias presentan tumefaccion y pérdida de

crestas, con material electro-opaco [22, 47,77).

ViS5 PULMON
Hay destruccion de la membrana alvéolo-capilar, con hemorragias y edema

pulmonar subsecuente, muestra metaplasia en el epitelio bronquial, desarrollio

del sindrome de insuficiencia respiratoria progresiva [27,47.53) y bronconeumonia

prematura irregular [10].

Vill.é CARDIOVASCULARES

Los intoxicados presentan taquicardia, pulso irregular. hipertension, dolor
precordial, arritmias cardiacas [61], cambios electrocardiograficos por lesion en el
miocardio, debidas a que el talio tiene un efecto estimulante por incremento de
catecolaminas [41], También se encuentran alteraciones electrocardiograficas con

inversion o depresion de las ondas T y prolongacion del! espacio QT [29.40.47,

53).
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VIIL? MANIFESTACIONES DERMATOLOGICAS

Son muy comunes aunque su aparicion es tardia, éstas consisten en lesiones
eritematosas, acneiformes, principaimente de apariciéon en la cara (23,29], se
presenta anhidrosis por la inhibicion de las glandulas sudoriparas, hay un
aumento en la temperatura, diaforesis, resequedad en la piel con apariencia de

escamas, se observa una pigmentacion negra en la raiz del bello, hay

total incluyendo pelo axilar, pubiano, cejas y pestaiias. en las ufias se observan
semilunares de color blanco, Namadas lineas de Mee [47.53.63]). E! pelo
Mmuestra una apariencia quebradiza y erizada, esto se debe a que el pelo contiene

cisteina y grupos suffidrilos y el talio bloquea los aminoacidos que los contienen
{18,53).

Viii.8 PERTURBACIONES MOTORAS

Los masculos también revelan cambios degenerativos en las placas
neuromusculares [(10]. En algunos casos se han reportado paradlisis parcial de
extremidades con perturbacion en la coordinacion de movimientos o ataxia, y
atrofia en el miasculos esqueléticos, esto se debe a las lesiones del nucleo
espinal y al sistema nervioso auténomo [53). Temblor y parestesias generalmente

de las extremidades inferiores, también se presenta corea y atetosis (53, 65,78].
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Vii.9 POLINEUROMIOPATIA

vy

Los Nnos neur Qi son de dos tipos, las neuromiopatias periféricas,

sensitivas y motoras con diversos grados de intensidad [S3]).

Oftra consecuencia de la polineuropatia es (a paralisis del diafragma con
irritacion y molestias respiratorias {53,78). Hay alteraciones funcionales de los
nervios vago y glosofaringeos que ocasionan una paralisis bilateral, ronquera y
perturbacion en la ventilacion, infecciones secundarias como neumonitis,
gangrena y absesos pulmonares { 40,53].

Los nervios ciatico y sural tienen una imagen microscopica con axones
fragmentados granulares y degeneracion de las células de Schwann asociadas a
macrofagos (10]., debido a la formacion de vacuolas mitocondriales o que causa
retraccion secundaria en la mielina en los nodos de Ranvier y produce
desplazamiento axonal ([29,78]. Las fibras musculares se atrofian y necrosan,
pierden su estriacion y se hacen hialinas.

En estudios experimentaies en ratas. se observaron otras alteraciones en,

h hi iculos y ovarios [10], pancreas sobre todo en los islotes de

Langerhans, glandulas adrenales y tiroides [53].

I1IX. TERAPIA DEL TALIO

Para el tratamiento de fa intoxicacion con talio se han utilizado diversos

medicamentos como antid con resuitad terapeuticos controvertidos [70] y

en muchos casos peligrosos, sobre todo aquellos que actian como quelantes ya

Que en su mayoria provocan remocion del talio de os tejidos y o redistribuyen
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concentrandolo en el cerebro, con lo que pueden causar o incrementar el dafio
neuroldgico [70,71]).

La terapia del envenenamiento de talio tiene como objetivo reducir los niveles
de!l metal para disminuir los signos y sintomas de |a intoxicacion e impedir la
dolorosa muerte del individuo.

Hasta el momento no existe una sustancia que sea capaz de neutralizar el talio
de los tejidos y organos, principalmente del cerebro {47, 53].

Debido a la afinidad que tiene el talio por los sitios especificos de potasio y por
los grupos sulthidrilos, se han buscado métodos de mayor efectividad en la
taliotoxicosis humana, los cuales consisten en el uso de sustancias quelantes a
nivel de tejidos y tracto intestinal [40]. provocando su excrecion acelerada por lo

que se han evaluado con mayor detalle algunos de estos compuestos.

I1X.1 DIETILDITIOCARBAMATO (Ditiocarb).

En estudios realizados in vitro se demostré que el ditiocarbamato es un
quelante de talio, sin embargo se ha observado que al utilizarlo en pacientes
intoxicados con talio tienen cambios electroencefalograficos con perdida de la
conciencia [31] y causa una redistribucidon que incrementa el talio en el cerebro,
esto se debe a que se forma quelato lipofilico, aunque se ha observado su accidn
diurética con mayor excrecion en [a orina [63].

Por estas razones el dietilditiocarbamato no se recomienda en la terapia de la

intoxicacion por talio { 63, 70,71].
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1X.2 DIFENILTIOCARBAZONA (Ditizona)

La ditizona forma un complejo con el talio, de baja toxicidad que incrementa la
excrecion urinaria del metal en un 75 % y proteje a las ratas intoxicadas en un
100 % [3S5]. sin embargo la formacion del complejo no se ha evidenciado in vivo
ya que la quelacién del talio in vitro, requiere de un pH entre 9 y 10. Los
resujtados en humanos han sido controvertidos porque sélo presenta una ligera
mejoria sin que haya un incremento del talio en orina [i2,66]. Paulson y col. en

1972 {52] informan un incremento en la sintomatologia posterior a la admi-

nistracion con ditizona.
Estudios en animales tratados con ditizona revelan que se puede inducir la

produccion de diabetes (29]) y efectos goitrogénicos (28]).
No se recomienda este farmaco en la terapia de la taliotoxicosis debido a sus

efectos respiratorios y neurologicos que manifiesta en el individuo {28, 40])

IX.3 POTASIO

El potasio incrementa la excrecidn del talio en orina en un S0 % [12.62}. Las
investigaciones en ratas y perros dernuestran que las tasas de excrecion de talio
por orina y el DLS0 se incrementa a medida que aumenta el potasio en la dieta,
debido a que hay una interaccion entre el potasio y el talio y que se puede
explicar mediante dos mecanismos:

a) El potasio inhibe la reabsorcion del talio en los tubulos renales

b) La adicidn del potasio moviliza al talio de los compartimientos celulares y
causa un incremento en plasma y orina [12]. El aumento en la concentracion de

talio en plasma causa una redistribucion en el cerebro {70,71}). Por este motivo
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algunos autores sugieren que el potasio debe usarse cautelosamente en ia

sali, " A

pecialmente en cronicos [63,66,70].

1X.4 DIMERCAPROL (BAL)

E! dimercaprol se usoé en el tratamiento de la tali.oloxicosis. pero no con muy
buena efectividad, porque en pacientes tratados con este farmaco no se
incrementa la excrecion del talio en la orina, no se encontré una correlacion entre
la cantidad de talio, los sintomas y la concentracion de talio en sangre y en orina

{10,17.63]. Aunque posee dos grupos sulfidrilos no se recomienda clinicamente
{72, 76].

1X.5 YODURO DE SODIO

Se ha utilizado en lavados gastricos, actia formando un complejo con el talio y

ayuda a incrementar su eliminacion en la orina, este sélo se usa si no hay azul de
Prusia [69).

1X.6 D-PENICILAMINA

La B-dimetilcisteina (D-penici ina) es un agente quelante que contiene un
grupo suflfhidrilo en su estructura, se utiliza en 1a enfermedad de Wilson
(degeneracion hepatolenticular) y en casos de intoxicacion por metales: como
plomo, cobre y mercurio [7]). Smith y colaboradores en 196455 administraron D-
penicilamina por via intravenosa a una dosis de 750 mg por dia durante 5 dias,

sin observar ningun cambio en ia excrecion de talio en orina, debido a esto ya no
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se recomienda en el tratamiento de esata intoxicacién. sin embargo Montoya y
colaboradores en 197944, administraron D-penicilamina en dosis de 50 mg por dia
en tres tomas durante 5 dias, a pacientes con intoxicacion aguda y crénica. en
los que se describen aita eliminacion de! meta! por via urinaria y la desaparicion
de los sintomas. Juarez y col. en 198829 administraron D-penicilamina a una
dosis de 50 mg por dia dividido en tres tomas por sonda nasoyeyunal durante S
dias, posteriormente se agregd azul de Prusia a la dosis de 250 mg por dia, por la
misma via de administracion. debido a ias altas concentraciones del toxico en el
liquido yeyunal se procedié a realizar una dialisis peritoneal. obteniendo una
mejoria clinica ya que se logra una disminucion del metal en sangre, orina y
liquido yeyunal evitando secuelas neurologicas importantes.

La efectividad de la D-penicilamina se debe a que este farmaco contiene en su
molécula atomos donadores de electrones como e! azufre con el que se une el
talio por su alta afinidad en forma covalente para formar un complejo estable D-
penicilamina-Talio, el cual se elimina faciimente por {a orina [43].

Cabe mencionar que la eficacia de la D-penicilamina aisliada no ha sido

verificada experimentalimente
I1IX.7 AZUL DE PRUSIA

El azul de Prusia es una red cristalina de Hexacianoferrato (i1)-
Férrico-Potasico [FeK { Fe(CN) }g]. capaz de intercambiar iones metalicos
univalentes [32). En varios estudios en humanos y animales. se demostré que el
azul de Prusia impide la absorcion del talio [47.38.39], por io que se considero
como el antidoto mas apropiado contra la intoxicacion de este metal [9]. La
efectividad del azul de Prusia se debe a que inhibe la circulacién entero-hepatica

formando el complejo TL+AP que se absorbe en tracto gastrointestinal y se
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elimina por heces fecales y alrededor de un 7 % de azul de Prusia es degradado
a cianoferrato y es eliminado rapidamente por la orina [25,31,47). Ademas se
observa una disminucion favorable en el tejido cerebral, cuando se emplean dosis
de SO mg/kg {S6]). El azul de Prusia inhibe la reabsorcion del talio en el intestino
en un 70 %, ilos pacientes intoxicados por este metal responden
favorablemente a este tratamiento [29, 40,66.74]. Se recomienda la aplicacion
de dosis altas de azul de Prusia (250 mg/kg) que dan una mayor efectividad [68].
Las caracteristicas de la administracion oral son: aita estabilidad en el

intestino, falta de absorcion a través de ta mucosa intestinal, alta adsorcion del
metal inducida por la particula para formar el complejo azul de Prusia-talio, hacen

que ei hexacianoferrato Il de fierro y potasio se considere como el agente mas
efectivo contra la intoxicacion por talio [60,70]. A pesar de que la OMS lo
considere un farmaco esencial y recomendado contra la taliotoxicosis humana; el

azul de Prusia no es distribuido en el pais como medicamento sino como

colorante [60].
I1X.8 CARBON ACTIVADO

El carbon vegetal activado se usa en repetidas dosis después de la ingestion
de talio. Los estudios en ratas revelan un aumento de excrecion de! meial por
heces fecales en un 82 % [34.35.14). se recomienda en la terapia humana; sin
embargo no existen estudios confiables que evaluen al carbén activado para que
se aplique en esta terapia, pero debido al grado de efectividad que tiene y que
interrumpe el ciclo entero-enteral del talio en el intestino, se ha propuesto como

agente terapéutico cuando no se tiene azul de Prusia [70).
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1X.9 OTROS MEDICAMENTOS

Se han empleado otras sustancias en la terapia de la taliotoxicosis. no existen
antecedentes experimentales y terapeuticos confiables, en 103 que se conozca su
mecanismo de accion. La utilizacidon de estas sustancias en las que se incluyen
sedantes, analgésicos, anticonvuisivos y vitaminas, con propiedades quelantes,

basandose en ciertos sintomas que se manifiestan en e! individuo intoxicado {70].

1X.9a PILOCARPINA

Se ha aplicado en humanos para promover la excrecion de talio a través de las

glandulas salivales [65], pero no hay una evidencia experimental que apoye esta
terapia.

IX.9b CISTINA

Incrementa la excrecion renal del talio en ratas y las protege en casos crénicos
{35]. Experimentalmente se ha comprobado que la cistina y la metionina no

protegen a los animales intoxicados en forma aguda., aun no hay evidencias

clinicas que apoyen el uso de estos agentes [65].



1X.9c ACIDO ETILENDIAMINO-TETRAACETICO (EDTA)

Es un agente incapaz de eliminar el talio, en la terapia clinica no se observa

ninguna mejoria sintomatologica, ni incremento en la excrecion urinaria {12.35,
65].

IX.10 OTROS TRATAMIENTOS MEDICOS

1X.10a DIURESIS FORZADA
La diuresis forzada incrementa la eliminacion de talio [73]). cuando se usa
furosamida y manitol en combinacion con hemodialisis da buenos resultados

eliminando hasta un 43 % del talio, por lo que se recomienda en casos agudos
[40.70].

1X.10b HEMOPERFUSION
Es un procedimiento muy efectivo en la eliminacion de talio absorbido, el flujo
de sangre en promedio es de 150 mi/min., cuando se alterna con hemodialisis
preparado con carbon activado durante el tratamiento terapedtico {40]. presenta
un flujo fr 50.2 Umin {3). e incrementa 1a eliminacién del talio sistémico. esta
terapia se utiliza en caso de emergencia, cuando no se tiene ninguna otra mezcla

mas efectiva [63].
I1X.40c DIALISIS PERITONEAL

Presenta niveles bajos de excrecion por lo que no se emplea con frecuencia en

esta intoxicacion [40).
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X. OBJETIVOS

Estudiar las lesiones que se producen experimentalmente en la corteza
parietal, hipocampo, talamo y cerebelo de ratas adultas sacrificadas a las 24, 48,
72, horas, y 7 dias después de una inyeccion de talio a una dosis de 32 mg/kg

de peso.

Evaluar los dafnos neuronaies en las zonas del encéfalo ya mencionadas,

causados por la ir ion con t de talio y analizar los cambios que se

producen por el efecto del tratamiento con la D-penicilamina y el azul de Prusia.

Xi. HIPOTESIS
El azul de Prusia combinado con D-penicilamina al reducir ia cantidad de talio

libre y su redistribucion en el cerebro, disminuye las lesiones neuronales de la

corteza parietai, del hipocampo, del talamo y del cerebelo.
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Xi. MATERIAL Y METODO

Xil.1- Animales

Se utilizaron 80 ratas adultas cepa Wistar con un peso promedio de 250-300g.
procedentes del bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia. Los
animales permanecieron en cajas de propilenoc con cama de viruta y tapas de
alambre a temperatura ambiente de 21 y 22 “C, con una humedad relativa de
40 % y un ciclo de 12 horas luz-oscuridad, se les administré comida y agua
ad-libiturn.

xin.z2 Tr § os de los ani }

Todas las ratas recibieron 1 inyeccion intraperitoneal (ip) en la parte baja de!
abdomen de acetato de talio a una dosis de 32 mg/kg disuelto en agua
desionizada, Los tratamientos en su caso fueron administrados, 24 horas
después de la inyeccidn de acetato de talio, dos veces al dia (a las 10:00hrs y
18:00hrs) durante S dias, posteriormente se formaron 4 grupos :

El Grupo “C*” o control. sdlo fué inyectado con acetato de tatio.

Grupo AP : después de recibir la inyeccion de acetato de talio fué tratado
con un ml de solucién de azul de Prusia. por via oral mediante una sonda
gastrica, a una dosis de 50 mg/kg. suspendida en tween 80 al 1 %.

Grupo DP: se le inyectd acetato de talio y posteriormente un ml de solucién de
D-penicilamina., por via intraperitoneal a una dosis de 25 mg/kg, disuelta en agua

destilada.



Grupo AP+DP: recibio una inyeccion de acetato de talio, 24 horas después se
ie administré 1 ml de azul de Prusia por via oral y 1 ml de D-penicilamina por

via intraperitoneal a las dosis mencionadas en los grupos anteriores.

Xil.3 REACTIVOS

E! hexacianoferrato Il férrico potasico (azul de Prusia) se obtuvo de los

compuestos que sintetiza la UAM-X (Universidad Autonoma WMetropolitana
Unidad Xochimilco), El acetato de talio, la D-penicilamina se adquirieron de
Sigma Chemical Company (St Luis MO. USA).

Como disoclventes para la preparacion de las soluciones de antidotos y
vehiculos se utilizd solucion salina fisiologica y agua desionizada.

Solucion de acetato de talio

Se pesaron 1.31 g. de acetato de talio y se obtuvieron en 100 ml. de agua

desionizada, 1 mi de esta solucion se le inyectd a un animal de 250 g de peso se
obtuvo una dosis de 32 mg/kg

Solucion de tween

Un gramo de tween 80 se diluyd en 100 mi de agua desionizada para obtener
una solucion de tween al 1 %.

Azul de Prusia

Se pesaron 2.5 g de azul de Prusia y se aforé a 100 ml de tween ai 1 % la
administracion de 1 mi. de esta solucién a una rata de 250 g. de peso se obtuvo

una dosis de 100 mg/kg.
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D-penicitamina

Se pesaron 1.250 g. de D-penicilamina, se disolvic en 10 m! de agua

desionizada, la inyeccion de 1 mi de esta solucion inyectada a un animal de 250
g. de peso se obtiene una dosis de 50 mg/kg.

Xil.4 Pr dimiento hi

ogico

De cada grupo de ratas formado por 20 individuos se dividieron en 4 grupos de
5 especimenes, se anestesiaron a los siguientes intervalos 24, 48, 72, horas y 7
dias con 0.3 ml a 3.5% de hidrato de cloral ip se perfundieron por via
intracardiaca con solucién salina 0.9%, seguidas de formaldehido al 10%.,
(preparada con agua destilada y formaldehido QP 37%) a una presion de 10.81
Kpa. se realizo 1a diseccion de la masa encefdlica y se fijo en formol al 10%
durante 15 dias. la mitad de los cerebros se cortaron en sentido longitudinal (la
otra mitad se quedo en formol para estudios posteriores), se lavaron en agua
corriente durante 4 horas hasta que fue eliminado el formol, se enjuagaron en
agua destilada y se deshidrataron en alcoholes graduales (60°, 70° 80° 96°,
absoluto dos cambios) por una hora cada uno, se pasaron a alcohol-xilol (uno:
uno). y finalmente a dos bafios de parafina por una hora cada uno y se realizé 1a

inclusion en parafina para formar los bloques, se hicieron cortes de 5-7uy de
espesor.
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A.- Para el examen histoldogico los cortes se adhirieron en los

pontaobj con ina liquida (para métodos de plata se usd concentrada at

doble de 1o que se usa para los métodos de anilina) y se dejo secar a temperatura
ambiente.

B.- Se desparafinaron los cortes en dos cambios de xilo! de. 20 min. cada
uno

C.- Se hidrataron 1los cortes en alcoholes graduales. alcohol abscluto
durante 3 min; alcoho! del 96° por 3 min.; alcohol del 70 por 3 min. y agua
destilada por 3 min.

Xil.4.1 Doble impregnacion argéntica simple en caliente de Pio del
Rio-Hortega.

Una vez que se hicieron los pasos A, B y C las laminillas se pasan a una

solucidon acuosa de nitrato de plata al 10%, bién cubiertos a temperatura

ambiente de 24-48 horas hasta que tomaron color tabaco claro. Se lavaron en

agua destilada 3 veces de 3 minutos cada vez. Se pasaron las laminillas a una

solucién de carbonato de plata amoniacal se agregaron tres gotas de piridina
para impedir ia formacion de precipitados y se guardaron en la oscuridad a
temperatura del laboratorio durante 24 horas hasta que tomaron color tabaco
oscuro. Posteriormente se lavaron en agua destilada por un minuto moviendo
suavemente |a caja para evitar el desprendimiento del tejido. Se redujeron en

formol al 10 % durante 5 min. en frio. Se lavaron rapidamente dos veces en agua
destiltada. Se pasaron a alcohol del 70° por dos minutos, finalmente se

deshidrataron en alcoholes graduales, se aclararon con xiloly se cubrieron

con resina sintética para las observaciones microscopicas.
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ént H fe en frio de Pio del Rio-Hortega

Xi.4.2 impreg i6n arg

Después de 10s pasos A, B y C ios cortes se pasaron a una solucion de
carbonato de plata amoniacal. se agregaron 3 gotas de piridina durante 24 horas
a temperatura ambiente. Se redujeron en formaol al 1% donde los cortes tomaron
un color tabaco oscuro. Se lavaron rapidamente en agua destilada para evitar el
desprendimiento. Posteriormente se deshidrataron en aicoholes graduales
(70°,96°, absoluto). Se aclararon con xilol y se cubrieron con resina sintética para

los estudios microscopicos .
Xii.4.3 Método de Masson

Una vez realizados los pasos AB. y C, las laminillas se pasaron a una
solucion de Bouin durante toda la noche a temperatura ambiente. Se lavaron en
agua corriente hasta que el color amarilio desaparecio. posteriormente se
enjuagaron en agua destilada y se pasaron a la solucion de hematoxilina férrica
de Weigert durante 1S min; se lavaron en agua corriente por 10 min. para virar a
la hematoxilina (agitando suavemente y cambiando el agua). Se enjuagaron en
agua destilada y se pasaron a una solucion de fucsina escarlata por 15 min. Se
enjuagaron en agua destilada 3 veces y se pasaron a la solucion de acido
fosfomolibdico y fosfotungstico de 10-15 min. Se pasaron a la solucién de azul de
anilina por 12 min. Se lavaron en agua destilada 3 veces durante 5 min. se
pasaron a una solucion acuosa de acido aceético al 1% de 3-5 min. Se
deshidrataron en aicoholes graduales (70°, 96°, absoluto y xilol 2 cambios). Se

cubrieron con resina sintética para la revision microscépica.
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Xi.4. 4 Método de Feulgen

Después de los pasos A, B y C, las laminilias se pasaron a una solucion de

acido clorhidrico 5 N a temperatura ambiente por 1 hora. Posteriormente se

pasaron al reactivo de Schiff por 30 minutos. Se lavaron en agua corriente por 15

minutos, después se enjuagan con agua destilada. Se deshidrataron en
alcoholes graduales (70°, 96° y absoluto). Se aclararon con xlol y se cubrieron

con resina sintética para los estudios microscopicas.

Xi1.4.5 Método de Hematoxilina-Eosina
Después de ios pasos A.B.C, los cortes se pasaron a hematoxilina de

Harris por 10 min. posteriormente se lavaron en agua corriente por 3 min., se
enjuagaron en agua destilada y se pasaron a una solucion de carbonato de litio.
Se lavaron en agua destilada, se pasaron a alcohol 70°, se tineron con eosina por
2 min.se favaron en alicohol 70° se deshidrataron en alcoholes graduales ( 96°,

absoluto, alcohol-xilol 2 cambios), se aclararon con xilol, y se cubrieron con

resina.

Xi.S PREPARACION DE SOLUCIONES.

Carbonato de plata amoniacal

Se pesaron 2.5 g. de nitrato de plata en 9.37 mi. de agua destilada, se
agregaron 75 ml. de carbonato de sadio al 5%, se agité suavemente y se agrego
poco a poco unas gotas de amoniaco hasta que perdid el color amarilio y se
transparento y s6lo quedaron algunos grumos en el fondo.
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Solucién de Bouin

75 mi de solucion acuosa saturada de acido picrico
25 mi de formaldehido (37-40%)

5 mi de acido acético glacial.

SOLUCION A" SOLUCION 8"
Hematoxilina Férrica de Weigert. 4 ml. de cloriro férrico acuoso 29 %
1 g. de hematoxilina 95 ml. de agua destilada
100 mi. de alcohol de 96° 1.0 ml de ac. clorhidrico concentrado.

Solucion de trabajo: Se mezclaron en partes iguales |a solucion Ay B

Sol. Acuosa de Acido Acético al 1 %.
1.0 ml de acido aceético glacial

99 mil de agua destilada

Solucion de fucsina + escariata de Biebnch
90 mil de escarlata de Biebrich acuosa al 1 %
10 mi de fucsina acida acuosa at 1 %

1 mi de acido acético glacial

Solucién de acido fosf libdico-f sngstico
5 g. de acido fosfomolibdico
S g. de acido fosfotungstico

500 mi de agua destilada
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Soluciéon azul de anilina
2.5 9. de azul de anilina
2 ml. de acido acético

100 mi de agua destilada

Reactivo de Schitf

Se disolvid 1 g. de fucsina basica en 200 ml. de agua destilada hasta ia
ebullicion, se enfrid a 50 °C y se afadieron 20 ml. de solucion de acido
clorhidrico 1 N, se filtr6, se deja enfriar a 30 *C y se afiadié 1 g. de metabisutfito
de sodio, se tapd y se guardo en la oscuridad por 2 dias. hasta que tomd color

paja, se agrego Y2 g. de carbén activado y se filtro.

Xil.- 6 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS
Se escogieron al azar 10 campos de cada uno de los grupos y de cada region

del encéfalo estudiadas, se observaron a un aumento de 40 X, en un Microscopio

Zeiss, d los d fueron analizad di

nente pl do una prueba
no paramétrica la cual es adecuada para este diseio en bloques al azar. La
comparacion multiple de medias se realizé usando la prueba de Mann-Whitney. El
limite de significancia isti se b id a p< 0.05.
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Xitl. RESULTADOS

Xiil.1 SINTOMAS OBSERVADOS

Grupo con talio.- La diarrea fue el primer sintoma, se manifestd a las 48 horas
en un 40% de los animales, a las 72 horas se observo pelo erizado y pérdida de
apetito en un 30% de las ratas. Se inicid la alopecia en un 50%. Siete dias
después, los sintomas fueron mas intensos y se manifestaron en el 100% de las
ratas (tabla1).

Grupo AP.- Los sintomas aparecieron 72 horas después de la inyeccién de
talio: diarrea en un 10% de los animales, pérdida de apetito en 10%, el pelo
earizado 10 presentaron el 20%, y la alopecia un 20% Siete dias después del
tratamienmo el 10% presentaron diarrea (tablal).

Grupo DP.- Los sintomas se manifestaron a las 48 horas, en el 50% de las ratas,
siendo mas intensos a las 72 horas; a los siete dias se observaron los sintomas en
el 100% de las ratas con una mayor intensidad, manifestaron movimientos
anormales al caminar y movimientos circulares de cabeza (tabla | ).

Grupo AP+DP.- Algunos sintomas se manifestaron a las 72 horas, aunque
fueron muy leves an el 10% de fas ratas, a los siete dias no aumentd ta

intensidad de los sintomas y en algunos no se manifestaron ( tabla {).
En la tabla | se concentran los resultados de los sintomas de las ratas que

fueron intoxicadas con acetato de talio y de las tratadas 24 horas después con AP,

DP y AP+DP, cada uno representa el promedio de 10 ratas por grupo.
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Tabla ). Ef

con talio, azul de Prusia y D-

penicilamina en las ratas. R itados pués de 72 hrs. del tratamiento
SINTOMAS
TRAY MhoreCIa ’J 1.0 ERIZADO PIOE APEVITO
Talto (cantrol) 4RO (40 %) S0 (S0 %) 310 (30 %) 340 (30 %)
Azus o Prwaie (AF) | 1RO (10%) * 240 (20 W) 2800 (20 %) 2400 (20 %)
Dpeniciovine (D) AQ/10 (100 %) SHM0 (S0 %) SH0 (30 %) 340 (30 %)
OPeAP 1RO (10 %) * 110 (10 %) 10 (10 %) * OO (0 %) °

1 p<0.0t, X2
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Xil.2 OBSERVACIONES MICROSCOPICAS

Los resultados de este estudio demuestraron las alteraciones

neuromorfolégicas producidas por acetato de talio en corteza parietal,
hipocampo y. cerebelo; asi como ios cambios estructurales causados por el azul de

talamo,

Prusia, la D-penicilamina y la combinacién de ambos.

CORTEZA PARIETAL

En ei grupo tratado con talio.- La mayoria de las ceélulas piramidales
presentaron variacidon en el parametro de la cromatina, algunas tenian nuJcleo
condensado e hipercromadtico, con citoplasma altamente eosinofilico, retraccién

celular, las dendritas de algunas células eran flexuosas y presentaban edema

intersticial (Laminas: 1A, 2A, 3A, 4A, tabla l y grafica 1).

En el grupo tratado con talio + azul de Prusia. Algunas ceélulas piramidales

presentaron retraccion celular, vacuolizacion citoplasmica, ndcleo altamente

condensado e hipercromalico, sus dendritas eran flexuosas (Lam. 3 B) y muchas

de estas no se alteraron ( Laminas: 1B, 28. 48, tabla Il y grafica 1).

En el grupo tratado con talio + D-penicilamina. varias ceélulas piramidales
presentaron variacion en el parametro de la cromatina, con nucleo altamente
condensado e hipercromatico, en otras se observd retraccion celular y edema
intersticial, en comparacién con la fig. 1 donde se observé la apariencia normal de

las céilulas piramidales (Laminas: 1C, 2C. 3C, 4C, tabla Il y grafica 1).
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En el grupo tratado con talio + azul do Prusia + D-penicilamina. La

mayoria de las células estaban preservadas en comparacién con ios grupos de
parametro de la cromatina, nucleos

Ti+Ti+Dp. pocas tenian variacion en el
citoplasmica, se observd edema

condensados e hipercromaticos, vacuolizacion

(Laminas: 1D, 20D, 3D, 4D, tabla il y grafica 1).

En la grafica 1 y Ia tabla Il , el grupo intoxicado con talio y tratado con D-
penicilamina, presenté lesiones neuronales mas graves y un mayor niamero de
células estaban alteradas con respecto al grupo tratado con la combinacion de azul

de Prusia y D-penicilamina, fueron estadisticamente significativo (p<0.05) .
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Figura 1- Cortezn parictal de rata testigo, mostrando la
apariencia normal de las células piramidales.
Impregnacion  argéntica  simple  en frio 125 X

Barra =125 uym



Sacrificadas 24 horas después del tr
LAMINA 1

A). Corteza parietal de rata tratada con talio. Algunas células piramidales
estan preservadas, otras presentaron retraccién celular con nucleos condensados
e hipercromaticos (T). Doble impregnacién argéntica simple en caliente de R-H,

100 X. Barra = 15 um.

B).- Cortaza parietal de rata tratada con talio + azul de Prusia. Varias
células piramidales estan encogidas, algunos nicleos se observaron condensados
e hipercromaticos (T). Doble impregnacion argéntica simple en caliente de R-H,

100 X. Barra = 15 um.

C).- Corteza parietal de rata tratada con talio + D-penicilamina. La
mayoria de las células piramidales estaban retraidas, en algunos ndcleos estaban
condensados, hipecromaticos y en desintegracion (T). se observd edema
intersticial (*). Doble impregnacion argéntica simple en caliente de R-H, 100 X.

Barra = 15 um.

D).- Corteza parietal de rata tratada con talio + azul de Prusia + D-
penicilamina. La mayoria de las células piramidales se conservan intactas, dos
estaban encogidas, su nucleo condensado e hipercromatico (T). Doble

impregnacion argéntica simple en caliente de R-H, 100 X. Barra = 15 um.



LAMINA 1




Sacrificadas 48 horas después del tratamiento
LAMINA 2

A).- Corteza parietal de rata tratada con talio. Varias células piramidales

presentaron _variacion en el pardmetro de la cromatina (T). cromatolisis (c).

Impregnacién argéntica simple en frio de R-H, 125 X. Barra =12.5 um.

B).- Corteza paristal de rata tratada con talio + azul de Prusia. Las células

pirami ban retraidas, algunos nucleos se observaron condensados e

hipercromaticos (T) sus dendritas estaban flexuosas (F), en comparacién con la

figura 1. Doble impregnacion argéntica simple en caliente de R-H, 100 X.

Barra = 1S um.

C).- Corteza parietal de rata tratada con talio + D-penicilamina. Las
células piramidales presentaban vacuolizacion (V) y variacion en el parametro de
la cromatina en dos células, en comparacién con la figura 1 (T), Impregnacion

argéntica simple en frio de R-H, 125X. Barra= 12.5 um.

D.- Corteza parietal de rata tratada con talio + azul de Prusia + D-
penicilamina. Las células piramidales estan conservadas, Impregnaciéon argéntica

simple en frio de R-H, 100 X. Barra = 15 um.

35



s e
SO S FC RSN & 2,

. 4 . 1) _"f"-; " .
< @" = ]




Sacrificadas 72 horas después del tr

LAMINA 3

A).- Corteza parietal de rata tratada con talio. Las células piramidales
presentaron retraccién celular, con nicleos condensados e hipercomaticos (T), sus
dendritas estaban flexuosas (F), habia edema intersticial (*). en comparacién con la
figura 1. donde se observd la apariencia normal de las células piramidales. Doble

impregnacion argéntica simple en caliente de R-H, 100 X. Barra = 15 um.

B8).- Corteza parietal de rata tratada con talio + azul de Prusia. La mayoria
de las células piramidales estaban conservadas, algunas presentaron vacuolas en

su citoplasma (T) Doble impregnacion argéntica simple en caliente de R-H, 100 X.
Barra = 1S um.

C).- Corteza paristal de ratas con talio + D-penicilamina. Algunas células

piramidales tenian nicleos altamente condensados e hipercromaticos,

presentaban retraccién celular (T). una célula se ha desirtegrado (*). Doble

impregnacion argéntica simple en caliente de R-H, 125 X. Barra = 12.5 um.

D).- Corteza parietal de ratas con talio + azul de Prusia + D-penicilamina.

La mayoria de las células piramidales estaban preservadas,
presemo

una célula
vacuolizacién en su citoplasma (T) los nlucleos condensados e
hipercromaticos (f). Doble

impregnacion argéntica simple en caliente de R-H,
100 X. Barra = 15 um.
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LAMINA




Sacrificadas 7 dias d és del tr iento

P

LAMINA 4

A).- Corteza parietal de rata tratada con talio. Las ceélulas piramidales
presentaron variacion en el parametro de la cromatina (T),cromatélisis (c), edema
intersticial (*). Impregnacién  argéntica simple en frio de R-H, 125 X.

Barra = 12.5 um.

B.- Corteza parietal de rata tratada con talio + azul de Prusia. La mayoria
de las células estaban conservadas, algunas tenian su nucleo condensado e
hipercromatico, escasas con retraccién celular (T). Impregnacién argéntica simple
en frio R-H, 125 X. Barra = 12.5 uym.

C).- Corteza parietal de rata tratada con talio + D-penicilamina. Las
células piramidales estaban retraidas, con nucleo condensado e hipercromatico
(T) en comparacion con la figura 1. Impregnacién argéntica simple en frio de R-H,
125 X. Barra = 12.5 um.

D).- Corteza parietal de rata tratada con talio + Azul de Prusia + D-

penicilamina. La mayoria de las células piramidales estaban conservadas.

Impregnacién argéntica simple en frio R-H, 100 X. Barra = 15 um.
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Tabla i1.- Efecto de los tratamientos con AP y OP en la citologia de las ratas tratadas con talio,

CORTEZA PARIETAL
Tiempo
Tratamientos 24 (horas) 48 {horas) T2 {horas) 1{dias)

[%irotraccion colular [ (19%rotraccion colilar | (15%)otraccion colular | (0% rotraccidn colular
(%) sosinofitia {15%wosinofifia {1$%)eosinohlla {25%jecsinohila
{0%) (A% (2S)hipe L)

\s {30%jnicieos (10Kjicieos {10%Jnicieos condensados (0%jnicieos condensados
{0%jcromatin alterads (5% Kromatina atterada | (0%) cromating siterads | {25%)cromatina siterada
{0%)cromatdlisis {10% % {10%
1 flexuosas Rexuosas | (S%idendritss flexuosss | (S%)dendritas flexucess

odema Intersticial
(30%) collar | colulwr | (M%ietraccidn coluiar | (0% ratraceion colular
inofi 113% {%eosinofiia {%}eosinofila
) (15% { {

TL+AP (18%}nicieos {15%indchos (1% nicleos {15%nicieos
(P vacuolzacion (% Ivacuoli [20%) (0%}
(O'%)dendritas flexuosas | (S%}dendritas flexucsas | (Didendritas Mexuosss {0%)dendritas flexuosas
p 2% ! e
{S0%)retraccion celular (0% )rotraccion cetular (6% )retraccion celular {S0%)ewtraccion cefular
{30%}eosinofilia {25% osinofitia {15%Mosinoflis (10%)eosinofiia
(0%)hips i (0% J { (0%

TLeOP (#0%jnicieos {10% nidcloos {10%}nicleos 0%
{0%)cromating altersda {10%)cromating alterada | { stersda [ (0%) shernds
10% i f
1% " (5} %) o
(10%Kotraccion colular | (0%) rotraccion colular | (0%irotraccion colular | (% Jeotraceion oolular
{0%wosincfilla {10%leosinoflla {iwosinohiia ("% jeosinoila
(10%)higy i (O%hlp {10% (10% )

TLAAPADP | oninicaos [Minicieos {10%)nicieos condensados| (10%nicieos condensadon|
{10%)cromatina atterada | (10%)cromatina aerads | (0%)cromatina aersda | [10%icromating sherads

I { {1o%

{10%) (o fllis), [To%
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HIPOCAMPO

En e grupo tratado con talio. Tanto las células granulares como la
piramidales y estrelladas presen(aror; variacién en el parametro de la cromatina,
con nucleos altamente condensados, hipercromaticos, algunas presentaron
retraccion celular y citoplasma eosinofilico (fig. 4), edema intersticial, algunas estan
preservadas, en comparaciéon con las figuras 2 y 3 donde se observo |a apariencia
normal de las célutas granulosas y piramidales (Laminas: SA, 6A, 7A, BA, tabla Il y
grafica 2).

En a! grupo tratado con talio + azul de Prusia. varias células granulosas
piramidales y estrelladas presentaron variacién en el parametro de 1a cromatina,
nucleo condensado, hipercromatico, otras presentaron citoplasma eosinofilico
{fig 4). hay cromatdlisis y edema intersticial, en comparacién con las figuras 2 y 3
(Laminas: 58, 6B, 78, 88, tabla Ili y grafica 2).

En el grupo tratado con talio + D-penicilamina. Varias células piramidales,
granulosas y estrelladas de la capa CA4, presentaron variacién en el parametro de
la cromatina, con nucleo altamente condensado e hipercromatico, citoplasma
eosinofilico (fig. 4), cromatdlisis y retraccidn celular, en comparacién con las
figuras 2 y 3 donde se aprecio la apariercia normal tanto de las células granulosas
como de la piramidales (Laminas: 5C, 6C, 7C, 8C, tabla Ill y grafica 2).

En .l-gmpo tratado con talio +« azul de Prusia + D-penicilamina. Las
células tanto granulosas como piramidales y estrelladas estan conservadas, pocas
presentaron desintegracion de la cromatina, con nucleo condensado, citoplasma
eosinofilico (fig. 4), cromatdlisis. (Ladminas: 50,6D,7D, 8D, tabla Ill y grafica 2).

£n la grafica 2 y |la tabla ill, pocas células del hipocampo presentaron
lesiones, incluyendo el grupo que fue tratado con D-penicilamina aislado, aunque
hay una diferencia estadisticamente significativa de p<0.05. Es la region del

cerebro menos lesionada en nuestro estudio.
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Figura 2 - Hipocampao de rata testigo, mostrando la apariencia
normal de {as c¢lulas granulosas. Impregnacion argentica simple
en frio 100 X Barra =15 pm

Figura 3.- La Capa CA2 gel Hipocampo. Oservando su
apariencia normal de las células piramidales.
impregnacion simple en frio 125 X. Barra= 12.5 uym
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Sacrificadas 24 horas desp del trat. ]

LAMINA 5
A).- Hipocampo de rata tratada con talio. Algunas de las células
granulosas presentaron variaciéon en el parametro de la cromatina (T). otras con
nucleos condensados e hipercromaticos (?). hay edema intersticial (*). Dobile

impregnacién argéntica simple en caliente de R-H, 100 X. Barra = 15 ym.

8).- Hipocampo de rata tratada con talio + azul de Prusia. La mayoria de
las células granulosas estan preservadas, pocas presentaron hipercromacia (?)‘
Doble impregnacion argéntica simple en caliente de R-H, 100X.

Barra = 1S um.

C).- Hipocampo de rata tratada con talio + D-penicilamina. Las células
estrelladas de la CAq se observaron encogidas, con retraccion celular, (T). Dobie

impregnacidn argéntica simple en caliente de R-H, 80 X. Barra = 30 um.

D.- Hipocampo de ‘a rata tratada con talio + azul de Prusia + D-

penicllamina. Las células granulosas estaban conservadas. Doble impregnacion

argéntica en caliente de R-H, 80 X. Barra = 30 um.
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LAMINA 5




Sacrificadas 48 horas después del tr i

LAMINA 6
A).- Hip po de rata da con talio. Algunas células piramidales
presentaron (c). Iimpregnacion argéntica simple en frio de R-H, 125X,

Barra= 12.5 uym.

8).- Hip

po de rata tr da con talio + azul de Prusia. Aigunas células
piramidates presentaron nucleos condensados e hipercromaticos (T). variacién en

el parametro de 1a cromatina (f). impregnacién argéntica simple en frio de R-H,
125 X. Barra = 12.5 pm.

C).- Hip de rata tr da con talio + D-penicilamina. La mayoria de

las células piramidales presentaron variacién en el parametro de la cromatina (?),

cromatélisis (c). Impregnacidon argéntica simple en frio de R-H, 125X
Barra = 12.5um.

D.- Hipocampo de rata tratada con talio + azul de Prusia + D-

peonicilamina. Las ceélulas piramidales estaban conservadas, Impregnacion

argéntica simple en frio de R-H, 100 X. Barra =15 um.
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Sacrificadas 72 horas después def tratamiento
LAMINA 7

A). - Hipocampo de rata tratada con talio. Algunas de las céluias
piramidales presentaron retraccién celular, nicleos condensados e hipercromaiticos
(f), hay edema (°). Doble impregnacion argéntica simple en caliente de R-H,
100 X. Barra = 15 um.

B8).- Hipocampo de rata tratada con talio + azul de Prusia. La mayoria de
las células granulosas estaban conservadas, algunas presentaron retraccion
celular, nucleo hipercromadtico (?). Doble impregnaciéon argéntica simple en
caliente de R-H, 100 X. Barra = 15 um.

C).- Hipocampo de rata tratada con talio + D-penicilamina. Algunas de las
células granulosas y estrelladas presentaron nacleo condensado e
hipercromatico (?), Doble impregnacidon argéntica simple en caliente de R-H,
80X. Barra = 30 um.

D).- Hipocampo de rata tratada con talio + azul de Prusia + D-
penicilamina. Las células granulosas estaban conservadas, pocas células tenian
el nucleo condensado (?). Doble impregnacion argéntica simple en caliente de R-

H, 100 X. Barra = 15 um.
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Sacrificadas 7 dias d és del tr lento
LAMINA 8

A).-Hipocampo de rata tratada con talio. Las células piramidales
presentaron alteracién en la cromatina (?). cromatdlisis (c), algunas estaban

conservadas (®). Impregnacion argéntica simple en frio de R-H, 125 X
Barra=12.5 um.

B8).- Hipocampo de rata tratada con talio + azul de Prusia. La mayoria de
las células estaban conservadas, algunas presentaron variacidon en la cromatina

nuclear (f) cromatdélisis (c). Impregnacién argéntica simple en frio de R-H, 125 X.
Barra = 12.5 um.

C.- Hipocampo de rata tratada con talio + D-penicilamina. La mayoria de
las células presentaron retraccidn celular, variacion en el parametro de la cromatina
(?), cromatdlisis (c), edema intersticial (*). impregnacién argéntica simple en fric de
R-H, 125 X. Barra = 12.5 ym.

D.- Hipocampo de rata tratada con talio + azul de Prusia + D-
penicilamina. La mayoria de las células piramidales estaban preservadas, algunas

presentaron cromatdlisis (c). Impregnacion argéntica simple en frio de R-H, 125 X.
Barra = 12.5 um.

43




LAMINA 8




4

R
h,’

-, bx\.‘-x A"“

Figura 4 - Corte de hipocampo A) rata testigo observando la aparenc:a
normal de las ceélutns granulosas 125 X barra=12 5 ,im B) grupo talio Cj
grupo Ti+AP, D) grupo TIi+DP se observaron algunas celulas con
citoplasma eosinofihco (T) 100 X barra=15 ym y E) grupo TI+AP+DP
presentaron una apanencia normal 125 X barra=12 5 um Metodo de H-E




Tabla lIl.- Efecto de los tratamientos con AP y DP en la citologia de las ratas tratadas con talio

HIPOCAMPO
Tratamientos 24 (horas) 48 {horas} 12 (horas) 1 (dias)
{0%Meosioflla (S0%eosinofilia (35%leosinofilia {#3%eosinofilia
(50%)cromating alterada | (S0%)cromatina alterada | (0%)cromating atterada [38%jcromating alterada
, % colular (%K collar | (25%hetraccibn atular | (D lestraccion cotutar

TL {25%}hipercromacia %) (20% %N
(25)nicleos U (20%]nicieos i
o ,u I (10%}cromatdiisly
sdema ntersticlal o hay wdema Intersticial o hey
0% (% i (@%)eosinofilla
0% colular (%) celutar (25%retraccion celutar {@%retracclon celular
(5% (20%)hip {10% (0%

TL+AP (0%}nicleos (15%nucieos {10%)nicleos {0%)nicleos
0% }cromating atterada (20%)cromatina afterada (10%}cromatina atterads (25%)cromating siterada
0% i 0% i (%K {10%)
{78%) 0%} (68%)
o, (40%) fi 135% i 0% osinofllia
{20% celular 0% celutar (0% 160 celutar {35%)retraccion cotular
(% {O%ihlp ia {15% | (%Ih

TLDP | (owjoicieos (O*inichos {10%Inicieos G
(20%)cromating alterada | {20%)cromating alterada | {$0%)cromatina alterada | (15%}cromatina alterada
{0 i {15% 0% (10%jeromatdlisis
no hay edema no hay edema o hay sdema sdema intersticial
(2% (28%Kconservadas (28)conservadas {20%}conservaday
0%eosinofilia (10%)eosinofilia {0%)eosinofilia (10%osinofilia

TLHAP4DP | gsunicieo (O%icleos {10%inicieos (0%):\::001

{0%Jcromating alterada {10%)cromatina atterada | (10%)cromating alterada | (0%icromatina alterada
(0%) {0% 0% 5%
(95% 180% 80 %K 5%
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B rtALIO NTL+DP [TL4+AP [ ITL+AP+DP

GRAF.2 Células pir de h o cada barra repressenta @) promsdiox de 10
l-mlnillns por grupo. Una dosis TL az2 mg/kg dosis diaria DP 50 mg/kg, AP 100 mg/kg durante 5 dias.
con respecto al grupo de talio p<0.05 (prueba Mann-Whitnay).




TALAMO

En el grupo tratado con talio.- Varias células estan conservadas, algunas
presentaron desintegracidn de la cromatina, nlcleo condensado e hipercromatico,
vacuolizacidn citoplasmica, y edema intersticial ( Figuras 9A, 10A, 11A, 12A, tabla
IV y grafica 3).

En el grupo tratado con talio + azul de Prusia. La mayoria de las células
estaban preservadas, algunas células tenidn variacion en el parametro de la
cromatina nuclear en diferentes grados, pocas presentaron retraccion celular,
vacuolizaciéon citoplasmica, algunas dendritas estaban flexuosas, en
comparacion con la figura 5 donde se observd la apariencia normal de las cétlulas
(Figuras: 98, 10B, 118, 12B, tabla IV y grafica 3).

En el grupo tratado con talio + D-penicilamina. varias células presentaron
variacion en el parametro de !a cromatina en diferentes grados de lesidén, algunas
células estaban retraidas, otras estaban hinchadas con citoplasma eosinofitlico, y
dendritas flexuosas, hay edema intersticial en comparacion con las ceélulas de ia
figura § (Figuras 9C, 10C, 11C, 12C, tabla IV y grafica 3).

En el grupo tratado con talio + azul de Prusia + D-penicilamina. La
mayoria de las células estaban conservadas, pocas prasentaron variaciéon en el
parametro d.e la cromatina, escasos nucleos condensados e hipercromadticos, son
minimas las células que presentaron retraccion celular y vacuolizacion citoplasmica
(Figuras: 9D, 10D, 11D, 12D, tabla # 4 y grafica 3).

En la grafica 3 y la tabla IV se puede que la mayoria de las células
presentaron lesiones nucleares, siendo mas intensas en el grupo que fue tratado

con D-penicilamina con una diferencia significativa de p<0.05.
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Figura 5.- Talamo de rawa testigo mostrando la apariencia
normal de las células. Impregnacion argéntica simple en
frio, 125 X. Barra=12.5 um



Sacrificadas 24 horas después del tr lento

LAMINA 9

A).- Talamo de rata tratada con talio. La mayoria de las neuronas
presentaron variacidn en el parametro de la cromatina (f), otras estaban retraidas
y con nucleo condensado e hipercromatico (T). Doble impregnacién argéntica

simple en caliente de R-H, 100 X. Barra = 15 um.

B8).- Talamo de rata tratada con talio + azul de Prusia. Las neuronas tenian
su cromatina en diferentes grados de alteracién (?). pocas presentaron retraccion
celular e hipercromacia, las fibras estan flexuosas y engrosadas (F). Doble

impregnacién argéntica simple en caliente de R-H, 100 X. Barra = 15 um.

C).- Talamo de rata tratada con talio + 'D-penicilamina. Las células
estaban hinchadas (H), dos estaban retraidas, con nucleo altamente condensado
e hipercromatico (f). dendritas flexuosas (F), hay edema (). Doble impregnacion

argéntica simple en caliente de R-H, 125 X. Barra = 12.5 um.
D).- Talamo de rata tratada con talio + azul de Prusia + D-penicilamina.

Las células estaban conservadas. Doble impregnacion argéntica en caliente de
R-H, 100 X. Barra 15 um.
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Sacrificadas 48 horas después del u o
LAMINA 10

A).- Talamo de rata tratada con talio. Varias neuronas presentaban
variacion en el parametro de {a cromatina nuclear (T), algunas estaban
consearvadas. Doble impregnacién argéntica simple en caliente de R-H , 100 X.

Barra = 15 um.

B8).- Télamo de rata tratada con talio + azul de Prusia. Las neuronas
estaban conservadas, dos con vacuolizacidn citoplasmica (f)‘ Doble impregnacion

argéntica simple en caliente de R-H , 100 X. Barra = 15 um.

C).- Talamo de rata tratada con talio + D-penicilamina. La mayoria de las
células presentaron variacidon en el parametro de la cromatina (f), algunas fibras
estaban flexuosas (F). Doble impregnacion argéntica simple en caliente de R-H,

100 X. Barra = 15 um.

D).- Taélamo de rata tratada con talio +azul de Prusia + D-penicilamina.
Las células estaban preservadas, dos presentaron variacion en el parametro de
la cromatina (f). Doble impregnacion argéntica simple en caliente de R-H, 100 X.

Barra =15 um.
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Sacrificada 72 horas d és del tr 1]

P

LAMINA 11

A).- Talamo de rata tratada con talio. La mayoria de las células presentaron
variacién en el parametro de la cromatina (f). Doble impregnacion argéntica simple
en caliente de R-H, 100 X. Barra = 15 um.

B).- Talamo de rata tratada con talio + azul de Prusia. Algunas células
presentaron vacuolizacién citoplasmica (T), fibras engrosadas (e). Doble

impregnacion argéntica simple en caliente de R-H, 125 X. Barra = 12.5 um.

C).- Talamo de rata tratada con talio + D-penicilamina. Las células
manifestaron variacion en el parametro de a cromatina (f) y con edema intersticial

(*). Doble impregnacidn argéntica simple en caliente de R-H, 125 X. Barra=12.5um.

D).- Talamo de rata tratada con talio + azul de prusia + D-penicilamina.
Las células estaban conservadas. Ooble impregnacién argéntica en caliente
de R-H,100 X. Barra = 15 um,
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LAMINA 11




Sacrificadas 7 dias después del tr L

LAMINA 12

A).- T de rata da con talio. Las células presentaron algunos
nucleos condensados (T), variacién en el parametro de la cromatina (f), hay
edema intersticial (*). Impregnacién argéntica simple en frio de R-H, 125 X
Barra = 12.5 um.

B).- Télamo de rata tratada con talio + azul de Prusia. Las células estaban
conservadas. Doble impregnacién argéntica simple en caliente de R-H, 100 X,

Barra = 15 um.

C).- Talamo de rata tratada con talio + D-penicilamina. Las células
presentaron variacion en el parametro de la cromatina (?). retraccion celular (T),

hay edema(®). Impregnacion argéntica simple en frio de R-H, 125 X. Barra=12.5um.
D).- Talamo de rata tratada con talio + azul de Prusia + D-penicilamina.

Las células estaban preservadas. Doble impregnacion argéntica simple en frio de
R-H, 125 X. Barra = 12.5 um.
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Tabia [V.. Efecto de los tratamienios con AP y DP en la citologia de las ratas tratadas con takio

TALAMO
Tiempo
Tratamientos 24 {horas) 4 (horas) 12 (horas) 7 (diss)

[T — Wcromsinashusde | (0P)cromatng shorads | {4P)cremating sherade
{1%iretracciin cohder Wjratraccibn colvies Ohpralraccibn cohdar ¥jratraccidn caier
{1 g [ WAppercremacs

n (WSimicions Wiimiciess Whioichor (1miciess condenantes
#josaineliie P )oosinenle [T [9%jesainett

(20iconsarvades

(HNjcromating sherads Whjcramating disrade Wcrowgtna dhursds | I9%cromating serade
prE——— cohi p o cobder

TLeAP v otvac o "
{10%Aras fecuoeas y (% rae fesuonss y (W% }rse e y | e y
ngrossdes ngrossdes. ongrosades ongrosedss
[fscoservatss | W%iconeervedes | 0% conmervades
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CEREBELO

En el grupo tratado con talio. La mayoria de las células moleculares
estaban preservadas, sélo 7 dias después de la intoxicacién se encontraron pocas
células en la capa molecular (Fig. 16 A), otras presentaron nucleos condensados e
hipercromaticos. Las células de Purkinje presentaron !as lesiones anteriores y
ademas retraccién celular, citoplasma eosinofilico y con vacuolizacién. Las células
granulosas estaban conservadas, pero 7 dias después de la intoxicacion
presentaron cromatoélisis (fig. 16 A), en comparaciéon con las figuras 6 y 7 donde se
muestra la apariencia normail de las células de las diferentes capas del cerebeio,

(Laminas 13 A, 14A, 15A, tabla V y grafica 4).

En el grupo tratado con tatio + azul de Prusia. Pocas células de la capa
molecular presentaron variacién en el parametro de la cromatina, algunas con
nucleo condensado e hipercromatico, varias estaban conservadas; sin embargo 7
dias después de la intoxicacion hubo edema intersticial (fig. 16 B). Las células de
Purkinje presentaron las lesiones ya mencionadas con citoplasma eosinofilico y
vacuolizacion, hay cromatdlisis, en cuanto a las células granulosas tenian nucleo

condensado e hipercomatico (Laminas 138, 148, 158. tabla V y grafica 4

En el grupo tratado con talio + D-penicilamina. Las células moleculares
presentaron variacion en el parametro de la cromatina, algunas tenian su nucleo
hipercromatico con retraccidén nuclear y edema intersticial. Las células de Purkinje
presentaron las lesiones anteriores ademas de citoplasma eosinofilico, con algunas
dendritas engrosadas. Las células granulosas tienen desintegracion en su

cromatina, nucleos condensados e hipercromaticos en comparacién con las figuras

51



6y 7". donde se muestra la apariencia normal de las células de las diferentes capas
dal cerebelo (Laminas 13C, 14C, 15C, 16C, tabla V y grafica 1).

El grupo tratado con talic + arul de Prusia + D-penicilamina. fueron
escasas las células con nicleo condensado e hipercromético, pocas células de

Purkinje presentaron las lesiones anteriores con retraccidn celular y citoplasma

eosinofilico. Las células granulares, estaban conservadas (Laminas 13D, 14D, 150D,

16D, tabla V y grafica 4).

En ia grdfica 4 y tabla V podemas apreciar que la mayoria de las células de
Purkinje estaban alteradas en el grupo que fue tratado con D-penicilamina, con
una diferencia significativa de p<0.05 con respecto a los grupos tratados con la

combinacién de azul de Prusia y D-penicilamina y azul de Prusia sdlo.
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dgura 6 - Cerebelo de rata testigo mostrando la pparteocia
normal de das cetulas de las diterentes capas Impregnacion
argentica sumple en toio SO X Barra 30 pm

Figura 7.- A mayor aumento se observan las células de
Purkinje. Impregnacion argéntica simple en frio 125 X.
Barra= 12.5 um




Sacrificadas 24 horas después del tr
LAMINA 13

A).- belo de rata tratada con talio. Las células de la capa molecular

estaban conservadas, dos ceélulas de Purkinje presentaron ntcleo condensado e
hipercromatico, retraccion celutlar (f). tLas células granulosas estaban preservadas.

Doble impregnacion argéntica simple en caliente de R-H, 125 X. Barra = 12.5 pm.

B).- Cerebelo de rata tr da con talio + azul de Prusia. Las células de la
capa molecular estaban con nuacleo condensado e hipercromatico (T). células de
Purkinje presentaron i1as lesiones anteriores, con contraccion celular (?). Las ceélulas
granulosas estaban conservadas. Doble impregnacion argéntica simple en caliente
de R-H, 125 X. Barra = 12.5 pm.

C).- Cerebelo de rata tratada con talio + D-penicilamina. Las células
moleculares presentaron retraccién celular, su nucleo condensado e hipercromatico
(T). Las células de Purkinje tenian las mismas lesiones (f). Las células granulosas
presentaron variacion en el parametro de la cromatina (T). Doble impregnacion
argéntica en caliente de R-H, 125 X. Barra = 12.5 pm.

D).- Cerebelo de rata tratada con talio <+ zul de Prusia + D-penicilamina.
Las células de las diferentes capas estaban conservadas. Doble impregnacion

argéntica simple en caliente de R-H, 125 X. 8arra = 12.5 pm.
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Sacrificadas 48 horas después del tr

LAMINA 14

A).- Cerebelo de rata tratada con tallo.- Las células de ia capa molecular
estaban con nicleo hipercromitico (T), hubo edema en esta capa (*). Las células
de Purkinje empezaron a retraerse (?). Las células de la capa granulosa estaba
preservada. Doble impregnacion argéntica simple en caliente de R-H, 125 X
Barra=12.5 ;;m.

8).- Cerebelo de rata tratada con talio + azul de Prusia. Las células

moleculares presentaron variacion el el parametro de la cromatina e

hipercromasia (T). hubo edema intersticial (). las céluias de Purkinje y granulosas
manifiestaron las lesiones anteriores (?). impregnacion argéntica simple en frio de
R-H, 125 X. Barra = 12.5 um.

C).- Cersbelo de rata tratada con talio + D-penicilamina. Las células
moleculares estaban con su nucleo altamente denso e hipercromatico (T), hubo
edema (*), las células de Purkinje presentaron las lesiones anteriores, dos con
variaciéon en el parametro de la cormatina ( ?), las céilulas granulosas presentaron

las mismas lesiones. Impregnacion argéntica simple en frio de R-H, 125 X

Barra=12.5 ;;m.
D).- Cersbelo de rata tratada con talio + Azl de Prusia + D-penicilamina.

Las células moleculares tienen su nucleo condensado, las demas estan

conservadas. Impregnacion simpie en frio de R-H, 125 X. Barra = 12.5 um.
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Sacrificadas 72 horas después del tr iento
LAMINA 15

A).- Cersbelo de rata tratada con talio. Algunas células moleculares tenian
el nucleo hipercromatico (T). las células de Purkinje presentaron retraccién celular,
con nucleos densos (T). Las células granulosas estaban conservadas. Doble
impregnacion argéntica simple en caliente de R-H, 125 X. Barra = 12.5 pm.

B).- Cerebelo de rata tratada con talio + azul de Prusia. La mayoria de
ias células de las tres capas estaban conservadas, dos células de Purkinje
presentaron retraccién celular y niacleo hipercromatico (f). Doble impregnacién
argéntica simple en caliente de R-H, 125 X. Barra= 12.5 um.

C).- Cerebelo de rata tratada con talio + D-penicilamina. Las células
moleculares esaban retraidas con nucleo condensado e hipercromatico (T). Las
células de Purkinje y granulares presentaron variacién en el parametro de la
cromatina (T). hubo una célula con nucleo condensado (*). Impregnacidn argéntica
simple en frio de R-H, 125 X Barra =12.5 um.

D).- Cerebelo de rata tratada con tatio + azu! de Prusia + D-penicilamina.
Algunas células moleculares tenian nucleo condensado e hipercromatico (T), ia
mayoria de las células Purkinje estaban conservadas, solo dos células presentaron
las lesiones anteriores con retraccion celular (T) ias células granulosas estaban
conservadas. Doble impregnacién argéntica simple en caliente de R-H, 125 X.

Barra=12.5 pm.
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Sacrificadas 7 dias después del tr iento

LAMINA 16

A).- Cerebelo de rata tratada con talio. La capa molecular.tenia pocas
células, hubo edema (*), dos céiulas de Purkinje estaban retraidas, presentaron
nucleo condensado e hipercromatico (?). En la capa granulosa las neuronas se
observaron conservadas. Doble impregnacién argéntica simple en caliente de R-
H, 125 X. Barra = 12.5 um.

8).- Corobelo_ de rata tratada con talio + azul de Prusia. Las céiulas
moleculares presentaron variacidon en el parametro de la cromatina, algunos nucleos
estaban condensados e hipercromaticos (T), hubo edema intersticial (*). dos
células de Purkinje presentaron retraccidén celular,, nucleo condensado e
hipercomatico (?). Las células granulosas tenian nucleo denso (T)A Doble
impregnacién argéntica simple en caliente de R-H, 125 X. Barra = 12.5 um.

C).- Cerebelo de rata tratada con talio + D-penicilamina. Los nucleos de
tas ceélulas moleculares estaban hipercromaticos y variacion en el parametro de la
cromatina (T). hubo edema (*). Las células de Purkinje presentaron las lesiones
anteriores, con retraccion celular (?). También las células granulosas tenian su
cromatina alterada (T). Impregnacién argéntica simple en frio de R-H, 125 X
Barra=12.5 um.

D).- Cerebelo de rata tratada con talio + azu! de Prusia + D-
penicilamina. Las células tanto moleculares como de Purkinje y granulosas
estaban conservadas. Doble impregnacién argéntica simple en caliente de R-H,

125 X. Barra = 12.5 pm.



LAMINA 16




Tabla V.- Efecto de los tratamientos con AP y Dp en la citologia de las ratas tratadas con talio.

CEREBELO
Tiempo
Tratamientos 24 {horas) 4 {horas) 72 (horas) 7(dias)
(WS eatracciin colular AE%jotraccidn cokular {ratraccidn coklar [ lestraceidn cobdar
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GRAF.4 Células de Purkinje alteradas, cada barra ropresenta ¢l promedio= de 10 laminillas por grupo.
Una dosis TL 32 mg/kg, dosis diaria DP 50 mg/kg, AP 100 mg/kg durante 5 dias. * significativo con
respecto al grupo de talio p<0.05 (prueba de Mann-Whitney).



Tabla VI.- Resumen de los resullados obtenidos con los diferentes tratamlentos

AREA

TALIO

TL+AP

TLeDP TL+AP+DP
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que !a administracion
aguda de talio produce alteraciones neuromorfologicas en corteza parietat,
talamo, hipocampo y cerebelo. Esto puede ser debido a que el talio sustituye al
potasio en muchas funciones celulares, a través de [a bomba sodio-potasio, ©
bién por su interaccion con grupos quimicos que contienen atomos donadores de

electrones como el azufre y por los grupos sulfhidrilo libres [47; 29].

Al competir el talio con los grupos sulfhidrilos libres se pueden formar
puentes disulfuro, esto a su vez puede alterarar la actividad de las ATPasas y
1a forma y funcion de las proteinas estructurales [ 23: 53] como la queratina, una
proteina estructural que se forma por la presencia de residuos de cisteina cuyos
canales secundarios contienen grupos suffhidrilos, estos grupos normalmente son
oxidados a puentes disulfuro, este proceso es inhibido en presencia de talio,
causando implicaciones clinicas como pérdida de cabello, anormalidades en el

crecimiento de las uias, produciendo las lineas de Mees [ 23; 47].

En el presente trabajo en los animales intoxicados con talio y tratados con
D-Penicilamina se observé alopecia en el 50% de los animales 72 horas después
de 1a intoxicacion con el metal. en el grupo tratado con talio solo, se presento en
el 40% de las ratas, en comparacion con los grupos tratados con azul de Prusia y
el tratamiento combinado fue de un 20% y 10%, esto puede ser por {a proteccion

de ambos tratamientos a nivel de la circulacion entero-hepatica del metal [47].
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En la tabla VI se muestra un resumen de los resultados obtenidos en este
trabajo, como se puede apreciar el efecto de la combinacion de! azul de Prusia +
D-penicilamina fué proteger mas eficazmente a las células de las diferentes
regiones estudiadas con respecto a los grupos con talio solo y con D-penicilamina
sola, el grupo tratado con azul de Prusia solo presentd iesiones en un 30% de ilas

neuronas. Monroy en 199142, muestra experimentaimente en ratas el efecto del

azul de Prusia en combinacion con la D-penicilamina, observando menos

contenido de talio en cerebelo & hipotalamo, con el tratamiento de D-penicilamina
se observoe un aumento de los niveles del toxico, siendo éste significativamente
mayor en el cuerpo estriado e hipotalamo, que en Jos respectives controles
tratados séio con talio. Las observaciones realizadas son similares a las de
Monroy y también apoyan los resultados de Kamerbeek31, Sin embargo, en éste
estudio la region con menor nimero de células lesionadas fué el hipocampo,
incluyendo el grupo de ratas tratadas con D-penicilamina y las areas con mayor

numero de ceéiulas lesionadas con el tratamiento de DP fueron: corteza parietal,

cerebelo y finalmente talamo.

En el presente estudio, se observaron algunas céliulas con vacuolas en el
citoplasma y otras con citoplasma altamente eosinofilico, esto puede deberse, a
que las mitocondrias son particularmente susceptibles a los efectos toxicos del
talio [47], en especial los grupos precursores de la cistina de las membranas
mitocondriales de las neuronas donde originan cambios estructurales importantes,
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se destruyen las estructuras mitocondriales formandose grandes vacuolas y
tumefaccion cetular [3].

Por otro lado, se observaron en el talamo de ratas que fueron tratadas con

D-penicilamina varias células >sas. Esto probablemente se debe a que el
talio modifica la accion de los segundos mensajeros como el Ca2+. que es vital en
la regulacién de un gran nimero de procesos fisiologicos en la céluta. El Ca2+
normalmente esta en bajas concentraciones intracelulares, pero en presencia de
talio hay una prolongada elevacion del Ca2+ intracelular, por uno varios
mecanismos que inhiben ia ATPasa Na*+K* y ATP (47:53). Esta ATPasa
genera el suministro constante de ATP para bombear K* ai interior y Na* al
aexterior, al inhibirse esta enzima causa una regulacion osmotica inadecuada [47].

produciendo respuestas citotoxicas en varios tejidos [S53).

La ATPasa también participa en la recaptura del neurotransmisor una vez que
este se libera de |a terminal nerviosa y se activa para el restablecimiento del
potencial de reposo luego que ha ocurrido la despolarizacion. Si esta enzima esta
inhibida, el potencial de reposo no se recupera adecuadamente por lo cual la
célula permaneceria despolarizada por mayor tiempo, influyendo en la liberacién
excesiva del neurotransmisor, causando una desorganizacidon metabdlica en el
cuerpo celular {14; 53], debido a esto se producen alteraciones en el citoplasma,
axones y dendritas de las células nerviosas, como las encontradas en este

estudio.

En los estudios realizados se detectaron pocas células con vacuolizacion
citoptasmatica, algunas con retraccion celular, en los grupos tratados con talio y
D-penicilamina, esto probablemente se debe a que el talio produce lesiones en

las mitocondrias inducidas por la reducciéon del glutation asociado con el
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incremento de los grupos sulfhidrilios, y fas proteinas que tienen disulfuros como
la vasopresina, oxitocina y la insulina [23]; al reaccionar los grupos sulhidriios

1. contr: ion celular,

con el talio en la membrana mitocondrial, causan turn

acumulacion de pigmentos en el pericarion neuronal formando vesiculas
cilindricas en el citoplasma por el descontrol de electrolitos al interior de las
células { 53]. También se observé en los grupos tratados Tiy con DP cromatalisis,
osto se debe a que la substancia de Nissl presenta cambios, o esta ausente y el

citoplasma se ve degenerado o bién es desplazado hacia la periferia [53].

La monoamino-oxidasa es un componente integral de la membrana externa
mitocondrial y se encarga de la degradacidn de las catecolaminas como la
dopamina, su actividad es dependiente de la preservacion estructural del
organelo, es importante sefialar que la intoxicacion con talio produce ruptura de la
membrana como resultado del incremento de peroxidacion de lipidos en el
cerebro, esto ocasiona que la MAO quede expuesta y genere un incremento en su
actividad [23], promoviendo asi edema en |a membrana mitocondrial [77]. lo que
causa la formaciéon de grandes vacuolas en el citoplasma, similares a las

encontradas en este estudio en los grupos tratados con TI, TI+DP y TI+AP.

Cabe mencionar que los ribosomas son estrictamente dependientes de K+
y Mg2+, para una interaccidon normal entre las subunidades. se demostré que el
talio interactua de la misma manera que el potasio, va a producir una
desestabilizacion progresiva en las subunidades 60g. estas son en particular
susceptibles a presentar dano irreversible, al ser incapaz de apoyar la sintesis
de las proteinas y por inhibir la incorporaciéon de aminoacidos en concentraciones
bajas de K* [14:47:53]. produciendo alteraciones citoplasmicas como las

encontradas en este estudio.

62




Los resultados obtenidos muestran desintegracion y condensacion de la
cromatina en la mayoria de las neuronas, sobre todo en las del talamo de ratas
tratadas con talio y D-penicilamina. Se puede pensar que al inhibir 1a ATPasa va
alterar la sintesis de proteinas dependientes de potasio, esto modifica el
transporte de proteinas a través de |a membrana (47] y por otro lado el talio
inhibe, ias funciones RNA mensajero y de transferencia, debido a esto, se altera

ta integracion de ia cromatina [14].

Es importante mencionar que las fibras nerviosas también sufren graves
alteraciones, debido que, al destruirse !as estructuras mitocondriales se forman
vacuolas y al juntarse crean camaras largas y retraen secundariamente la mielina
en los r.odos de Ranvier y producen desplazamiento y destruccion en axones y

dendritas (67), estos resultados apoyan a los encontrados en este trabajo.

También las membranas de las fibras musculares son sensibles al talio, ya
que no pueden distinguir entre el talio y el potasio en concentraciones bajas y en
niveles altos de Ti; el dafio es mas grave y produce paralisis, asimismo, el talio
afecta la excitablidad del miocardio, el potencial de accion en las fibras nerviosas
y la transmision neuromuscular (46). En el presente trabajo no se observd
paralisis debido al corto lapso de observacion (7 dias) y la dosis utilizada, sin
embargo en {as ratas tratadas con talio y D-penicilamina, las fibras nerviosas
presentan engrosamiento, fragmentacion y desintegracion, en el caso de las
dendritas presentaron engrosamiento y reduccion de algunas ramas secundarias

y terciarias.
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Como ya se explicé, el talio inhibe y modifica diversos mecanismos
bioquimicos que se llevan a cabo en las células, por lo que va a producir lesiones
irreversibles sobre todo en el sistema nervioso central, causando graves dafos

neuronales.

Los efectos del azul de Prusia y 1a D-penicilamina en la

neurotéxicidad causada por el tatlio

En las ratas tratadas con talio +D-penicilamina, la mayoria de las células
presentan (esiones tanto a nivel citoplasmico como nuclear, en comparacion con
las observadas en las ratas tratadas con la combinacion de AP+DP. Prick en
197953 reportd resultados similares a los encontrados en este estudio. Estas
observaciones eran las esperadas, puesto que al utilizar ambos tratamientos se
produce una rapida eliminacién del talio. El efecto observado en nuestro trabajo
de la D-penicilamina es que a pesar de que induce rapida eliminacién de los
niveles de talio de los organos, se incrementan las concentraciones de talio en el
cerebro principaimente hipotalamo, mesencéfalo y cuerpo estriado [42].
produciendo un efacto contrario al objetivo del tratamiento de la intoxicacion {10;
42; 63)], tal vez ésta sea la razén del agravamiento de los sintomas de origen
neurclégico, cuando se administra el quelante DP aislado, en la intoxicacion en

humanos {10; 63].
En relacion al efecto del AP observado en las ratas tratadas se puede ver

que protege significativamente a las ratas tratadas contra la neurotoxicidad. pero

solo no es suficiente para prevenir |la toxicidad del talio a esta dosis. Por [o que
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observamos en huestro trabajo, se puede decir que la utilizacion del AP en el
cuadro clinico terapeutico de la taliotoxicosis presenta resultados satisfactorios,
ya que disminuyo la sintomatologia y los dafos neuronales en las diferentes
regiones estudiadas de ias ratas intoxicadas con talio. Kamerbeek y col. en
197131, muestran una disminucién en la mortalidad, asi como una menor
concentracion del metal en tejidos y érganos de ratas intoxicadas con nitrato de

talio y tratadas con azul de Prusia.

Es importante mencionar que el tratamiento con azul de Prusia + D-

N g .
d E] ios,

penicilamina en la taliotoxicosis experimental, presenta res.
puesto que disminuye la sintomatologia y las lesiones neuronalies en la
taliotoxicosis ([10:53). En nuestros resultados se pudo evidenciar que hay un
efecto favorable del hexaciano-férrato 1l férrico cuando es utilizado en
combinacion con la D-penicilamina como antidoto en la intoxicacion aguda por
acetato ce talio, favoreciendo por un lado la sobrevivencia de los animales y por
otro la proteccion de las neuronas. disminuyendo las lesiones del citoplasma y la
cromatina de las celulas nerviosas de ratas intoxicadas con talio. Esto se debe a
que el azul de Prusia interrumpe !a circulacion entero-hepatica, inhibiendo el
transporte del talio al torrente sanguineo, formando el complejo TL+AP, que se va
absorber en el tracto gastrointestinal y es eliminado por heces fecales {47], por
otro iado |a D-penicilamina permite una mayor movilizacion del metal de los
érganos. 1o captura el AP en el tracto gastrointestinal y asi aumenta la excrecion

por via urinaria y heces fecales en forma de complejo DP+TL+AP [20].
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Con este trabajo se da a conocer una evidencia experimental de |a faita d.e

efectividad det quel D-penicilamina aislado y de su alta eficacia cuando se

ina con el h isnoferrato It de fierro y potasio (azul de Prusia), en la
intoxicacion aguda por acetato de talio.



CONCLUSIONES

1.- El efecto de ia D-penicil i antidoto aislado en el

tratamiento de ia i ] a itan Ias lesiones neuronales a nivel
citoplasmico y nuclear como: eosinofilia, retraccién celular., vacuolizacion,
hipercromacia, cromatolisis y variacion en el parametro de ila cromatina. Siendo
el area mas afectada la corteza parietal seguida de cerebelo, talamo e

hipocampo.

2.- La utilizacion de azul de Prusia presenta res. drios,
protege significativamente a las ratas tratadas contra la neurotoxicidad del talio,
disminuye la sintomatologia y las lesiones neuronales en un 60% en las
diferentes regiones estudiadas de ias ratas intoxicadas con acetato de talio, pero

por si solo no es suficiente para prevenir |a neurotoxicidad a esta dosis.

3.- El tratamiento combinado con azul de Prusia y D-penicilamina tuvo 1a
mayor efectividad de los tres tratamientos evaluados. protege en mayor
porcentaje a las neuronas disminuyendo el dafio de las células nerviosas de las
ratas intoxicadas con talio, y por lo tanto favorece la sobrevivencia de los

animales.

4.- La utilizacion del azul de Prusia en combinacion con la D-penicilamina

como antidoto presenté alta eficacia en la intoxicacion aguda por acetato de talio.
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APENDICE
GENERALIDADES DEL SISTEMA NERVIOSO

E) sistema nervioso se divide en sistema nervioso central y sistema nervioso

periférico.

E! sistema nervioso central esta formado por el cerebro y la médula espinal que

aparecen durante el desarrollo embrionario de los vertebrados como un simple tubo

neural que consta de una sola capa de celulas. seguido de {as vesiculas cerebrales

efalo y prosencéfalo (cuadro # 1). Lo mas

primaria denominad romber meser
notable en el desarrollo embrionario es la formacion de cavidades en ambos lados,
derecho e izquierdo, e! teléncefato da lugar a los hemisferios cerebrales también. La
porcion central impar del prosencéfalo situada entre los hemisferios, y a partir del cual
se divergen se denomina diencéfalo., al mismo tiempo que desarrolla el diencéfalo con
su cavidad en el 3er ventriculo, las vesiculas auditivas y las opticas que presentan
una elongacion hacia la superficie de la cabeza y finalmente dan lugar a las dos retinas

conectadas a la base del cerebro anterior por los nervios apticos [45.75]).

Encima del romboencéfalo se encuentra el mesencéfalo, que en los mamiferos

incluye dos pares de estructuras que en conjunto forman una region de cuatro

elevaciones conocida como: LAMINA CUADRIGEMINA, TECTUM, EL coOLiCull

INFERIORES Y CULICULLI SUPERIORES (48], (Fig. 17, cuadro 1.)
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CUADRO ®# 1

comTEZA
HERAPEMOS BUT SLANCA
cemepmaLeSs

CUERPQ ETTRADC

TELENCEFALO

CEREBELOSOT
ALO ALO
TUBERCLLOS

METENCEFALD
ROMBENCEFALD cenEneLo
BABO
ameLENCErALO « VENTRICULO

La subdivision del cerebro anterior es el telencéfalo que formara los hemisferios
cerebrales [75]. que incluye el sistema offatorio, el cuerpo estriado, un conjunto de
nticleos de sustancia gris con funciones motoras. una capa superficial extensa de
sustancia gris conocida como paleo o corteza cerebral y una sustancia blanca alojada

dentro de los hemisferios [45], (fig. 17. 18, cuadro # 1).
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El diencéfalo o constituye el talamo y el resto el hipotalamo que se encuentra en
una tercera region del diencéfalo. el hipotdlamo se caracteriza por su apéndice
glandular denominado complejo hipofisiario. Se continua en direccion proximal con el
septum, una estructura que a pesar de su posicion es mejor clasificarla como

diencefalica [fig. 17, 18 ], (cuadro # 1. Tomado de Lopez Antunez 1979).

El mesencéfalo se extiende caudalmente desde la comisura posterior hasta el istmo
del romboencéfalo y se subdivide en tres componentes principales el tectum,
tegmentum y los pedanculos cerebrales. El tectum esta situada dorsaimente y esta

compuesta de dos tubérculos cuadrigéminos superiores y dos inferiores (fig. 17.18).
i34).

E! metencéfalo es la porcion rostral del romboencéfalo, se divide en el puente de
varolio, este contiene muchos grupos nucleares dispersos con fibras descendentes que
actuan como estaciones de relevo. El componente mas grande del metencéfalo es el
cerabelo se desarrolla a partir de) labio rombico del tubo neural. E! labio rodmbico forma
una zona de células intermedia entre |a placa alar y la placa del techo en la flexura
pontina. Estas células dan origen tanto a la coneza cerebelosa como a los nucleos

cerebeiosos profundos donde hacen relevo las fibras cerebelosas [34,45].

E1 mielencéfaio contiene un vastago central tegmentario de grupos nucleares y de
sistemas asociados de fibras, Es un centro para los nucleos de los pares craneales.
Colabora con el puente en |la regulacion de los movimientos respiratorios. También

tiene que ver con el control reflejo del sistema cardiovascular, con los reflejos eméticos
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y con el equilibrio [34,45].

LA CORTEZA CEREBRAL se ha dividido en areas de acuerdo a critefrios

filogenéticos, ontogénicos y funcionales, la corteza cerebral se subdivide en

arquiocortex, paleocortex., y r tex. El pal tex alcanza un desarrollo
relativamente grande en la evolucion temprana de los mamiferos, tiene un pape!
importante en la ofacion [49). ( fig. 17).

El neocortex constituye la porcion mas importante de toda !a corteza de! hombre,
esta constituida por seis ilaminas horizontales que derivan de las zonas ventricular y
subventricular del telencéfalo reconocidas en forma convencional y numeradas de la
superficie a |la profundidad

1) Lamina molecular o plexiforme compuesta de fibras nerviosas orientadas
tangencialmente

a la superficie cortical.

2) Lamina granular externa o capa de piramidales pequenas.

3) Capa de ceélulas pirami grandes, 1as 6 lamina piramidal externa.
4 ) Lamina granular interna, o de pequenas células estreliadas y piramidales.
S5) Capa profunda de grandes células piramidales, llamada lamina piramidal interna.

6) Capa de células fusiforme, o lamina multiforme

Las fibras aferentes que entran a la corteza son de dos clases generales: las fibras
procedentes del talamo y fibras de otra area cortica! del mismo hemisferio o del
opuesto. Las fibras corticales eferentes son axones de céljulas grandes principalmente

de las células piramidales y fusiformes (Fig. 18). {45, 48].
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CEREBELO

El cerebelo esta situado en la parte posterior detras de la base crianeo. se forma de
una corteza, una sustancia blanca central y de cuatro pares de nucleos centrales que
van a unir el cerebelo con el tallo cerebral, mesencéfalo, puente, y meédula oblongada
[45].

E! cerebelo es un gran modulador y tiene a su cargo la cordinacion de grupos
musculares. A través de la regulacion que ejerce sobre su tension muscular y el
gradiente de contraccion, permite que acciones de los grupos musculares se hagan
uniformes, se ha concebido como un drgano que recibe continuamente los impulsos de
usos neurotendinosos y neuromusculares que le informan a cada momento el estado
de tension del sitema muscular. El cerebelo actua como servomecanismo mediante
sistemas de retroalimentacion negativa que funcionan para evitar oscilaciones durante

el movimiento y por lo tanto mantiene estabilidad [45].

La expresion funcional del cerebelo se lleva a cabo a través del equilibrio, el tono y
los movimientos voluntarios, este equilibrio y tono son utilizados, tanto en las
actividades estaticos como en la postura erecta, la posicion sentada y el balanceo
corporal {75]). La facilitacién del tono de l1os musculos extensores se lleva a cabo a
través de conexiones con los nucleos vestibulares laterales cuya inhibicidon ejérce a

través de conexiones con otros nucleos reticulares [45].
Los movimientos voluntarios se llevan a cabo a través del circuito de

retroalimentacion cerebro-neocerebelo-cerebro y el tracto cortico espinal constituye la

mayor via a través de |a cual se expresa la accidon del neocerebelo ( figs. 18 ) [49].
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TALAMO

E! talamo esta formado de sustancia gris que se subdivide en varios nucleos en
cuantc a sus conexiones y a ia secuencia de su desarrollo filogenético. Ciertos
nucleos talamicos reciben impulsos sensitivos especificos de los sentidos del gusto,
vision y oido. Estos nucleos proyectan sus vias a las areas sensitivas de la corteza
cerebral, estén relacionados fisiolégicamente con areas de asociacion de la corteza y

tienen un papel en el sistema reticular activador (fig. 17 y 18B), [45).

E! talamo mide cerca de 3 cm en sentido anteroposterior y 1.5 cm. en las otras dos
direcciones ocupa cuatro quintas partes del diencéfalo; esta formado por la lamina
medular externa que es una capa delgada de fibras nerviosas que cubre la superficie
iateral y la capa medular interna, formada principalmente de fibras que pasan de un

nucleo talamico a otro, dividiendo al talamo en tres areas grises [45].

€l talamo es un complejo de estaciones nucleares de procesamiento que

coordinan y regulan la actividad funcional de la corteza cerebral, y muchos nucleos

talamicos reciben gran parte de sus impulsos por medio de conexiones directas o

indirectas de la corteza cerebral (fig. 18), [45,49].

El talamo tiene un papel importante en la proyeccién de impulsos determinantes
hacia |la corteza relacionada con las actividades motoras somaticas (corteza motora y
premotora) [75. 45]. es un nucleo con conexiones aferentes y eferentes de estructuras
subcorticales, cuerpo estriado y la corteza cerebral, con el Idbulo limbico y la corteza

prefrontai. Interviene en forma util en los estados afectivos y emocionales y

cognoscitivos [45, 75).
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HIPOCAMPO

E1 hipocampo se desarrolla en el cerebro fetal por un proceso de continua

expansion del borde medial del lobulo temporal del rinencéfalo (cuadro # t y Fig. 17)
el giro llega a ocupar el piso del cuerpo inferior del ventriculo iateral. tiene forma de

“C" en un corte frontal. E! semeja un cuermo de camero, debido a ello algunas veces

el hip mpo fue 1 do cuemo o asta de Amdon. La superficie ventricular del
hipocampo esta formada por una capa deigads de sustancia blanca llamada “ Alvues”,
ia cual se forma de fibras nerviosas que se originan en la corteza hipocampal. Las
fibras van sobre el hipocampo hasta et borde medial donde se reunen con la fimbria
del hipocampo [48, 75].

Conexiones aferentes

La formacién hipocampal recibe muchas fibras de la corteza de! giro

parahipocampal y esta ultima esta en comunicacion con areas extensas a través de la
sustancia blanca [75].

Conexion eferente del hipocampo
Las conexiones que ilevan datos a la formacién hipocampal desde la corteza

cerebral generalmente corresponden a las fibras de asociacion a través de las cuales

ia actividad en 1a formacion hipocampa! se distribuye a otras regiones de la corteza
cerebral (fig. 18 ) (45, 75].
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€l hip Wo esta ir ctado con muchas regiones (Fig. 18), de manera
general, la entrada de impulsos a este complejo se hace a través de, la corteza

temporal adyacente, de la region 1. desde el hip wo del lado opuesto, Ia

salida de impuisos del hipocampo se hace principalmente a través de los axones de las
célutas piramidales que forman el fornix, hacia el hipocampo del lado opuesto [45, 75]
fig. 18.
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Abstract

Rats were treated with a single dose of thallium acetare (32 mgskg i p) and the anndotal
effect of D-penicillamine and prusstan blue given alone or in combinanon was assessed by
means of evaluauon of the thalhium-induced cerchellar histological tesions After thallium

poisoning (24 h), antidotes were admimistered for 4 ditys as follows: D-penscillamine (DDP) 25
.« twace daily. Morlity amony the

mg/kg, i.p. twice daily: prussian hiuc (PHB). SO mg/hg p.c
treatment groups was as follows control, 87.5¢%4. P, 100 PR, 5625 .. DP + PB, 25%.
Three days after these treatments, rats treated with the comhination DF « PB presented a
significantly lower number of altered Purkine cells 10 cerebellum as compared with those of
the thallium alone treated animuds, indicaung adequate protecuon by this antidote treatment
against thallium neurotoxicity. Prussian bluc protecicd against thallivm-induced neurotouce
ty 10 & lesser extent as compared with the effects obtamncd by the DP + PR protection. DP did
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and support the possible application in human cases of thallotoxicosis.
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1. Introduction

Most cases of human thallotoxicosis occur uas a result of acute ingestion
of products containing thallium salts, such as rodenticides. or Clerici’s solu-
tion (Marmo ct al., 1987). Many of these cascs are fatal (Aoyama ct al., 1986)
duc to the high toxicity of the metal: the estimated lethal dose for humans
is 8—10 mg/kg (Moeschlin, 1980). Thallium poisoning has becn reported to
cause ncurological and cardiovascular abnormalitics (Roby ct al.. 1984).
Neurological symptoms due to thallium acute ingestion include peripheral
ncuropathy, affecting motor function of the lower limbs (Yokoyama and
Abe, 1990), followed by cercbellar ataxia (Wainwright ct al., 1988) and in-
tellectual impairment (Thompson ¢t al., 1988). In most cases of human
thallotoxicosis, very modest improvement is achieved after the initial damage
(Prick, 1979). The nced for new therapy against this poison called for further
research and led us to investigate the possible beneficial effects of combined
p-penicillamine and prussian bluc trecatment. Results of this study revealed
the favourable effects of the combination treatment to antagonize thallium-
induced lethality in rats (Rios and Monroy-Noyola, 1992). In addition, D-
penicillamine and prussian blue treatment induced removal of thatlium from
organs without redistribution of the metal to brain effect. Redistribution
from inactive depots to brain is a shortcoming of chelation therapy against
thallium poisoning (Kamerbeek et al., 1971).

This report presents an histological evaluation of thallium-induced
damage to neurons in groups of thallium-poisoned rats treated with D-
penicillamine, prussian bluc or both in combination, in order to further
characterize the antidotal efficacy of these compounds.

2. Matcrials and methods

2.1. Reagents
Thallium (1) acctate, D-penicillamine, Tween-80 were obtained from
Sigma Chemical Co. (St. Louis. MO). Prussiun blue KFe(Fe(CN),) was

obtained from Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, WI). All other reagents
were from E. Merck (México).

2.2, Animals

Male Wistar rats, NIH bred-in-house strain, weighing 200-250 g were
used in all experiments. They were fed a standard chow dict (Purina chow)
and had free access to water. Room darkness was maintained between 19:00
h and 7:00 h, room temperature at 25°C and relative humidity at 40%.

2.3. Antidotal treatmenits
Eighty-four rats were poisoned by mcans of a single thallium acetate injec-
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tion i.p. (dose = 32 mg/kg) on day 1. Antidotal trcatments were administered
from day 2 to day 5 for the mortality study. The thallium dosc cmployed in
these experiments was the median lethal dose previously reported (Rios and
Monroy-Noyola, 1992). The number of dead animals in the different groups
was recorded for 6 days after thallium injection. For histological examina-
tion, 5 rats were killed trom cach treatment group on day 4. This day was
chosen because animals from the D-penicillamine group had deteriorated
and many of them dicd in days 5—-7.

After thallium poisoning, rats were divided into 4 groups of 21 animals
each: Group C. control animals. treated with vehicle: Group DP, animals in-
jected i.p. with 25 mg/kg D-penicillamine in 1 ml dissolved in saline solution,
twice daily; Group PB, animals orally treated with 1 ml of prussian blue
{dose = 50 mg/kg) suspended in 1% Tween-80, twice daily: Group PB + DP,
animals given DP and PB in combination at the same doses and routes al-
ready described for the DP and PB groups. Antidote treatment began 24 h
after thallium poisoning. All treatments were administered at 10:00 h and
18:00 h daily. An additional group of 5 animals was trecated with vehicles and
killed on day 5 for histological examination of the normal cerebellar cells.

2.4. Histological evaluation

For histological study, rats from the treatment groups were ancsthetized
with 0.3 ml of 3.5%% chloral hydrate i.p. and then perfused through the heart
with cold saline solution, followed by 10% w/v formaldechyde solution at 4°C.
Brains were dissected out and kept in the same fixative for 1S days. The
whole brain (including cerebellum) was embedded in paraffin and 5-7 um
sections prepared. Silver staining was applied as described carlier (Barroso-
Moguel and Costero. 1962),

After processing for histological examination, sections of cerebellum were
selected to obtain rundom hiclds containing Purkinje cells from ch rat.
Purkinje cells are a target of thallium-induced damage since alterutions in
their normal clectrophysiologic activity after thallium administration have
been reported in rats (MNarwaha et al., 1980).

For quantitative assessment of the lesions, the folia from the posterolateral
part of the right cerebellar hemisphere were observed. The number of altered
Purkinje cells in the cerebellar folia was recorded as the average of three sce-
tions from cach animal. In order to climinate operator bias in sclecting the
ficlds, random numbers were obtained from a pocket calculator to choosc
the sections. Altered Purkinje cells were those presenting shrinking, pyknotic
appearance and surrounding interstitiul oedema.

2.5. Statistics

Resuilts from the mortality study were analyzed by x3-test. The number of
altered Purkinje cells among groups was analyzed by non-parametric
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Table 1

Mortality among treatment groups

Treatment Mortahity Significance
Control 13716 (87.5%)

D-Penicillamine (D) ns.
Prussian bluc (PB) ) ns.

DP + PB /16 (25%%) .-

**Different from control, £ < 0.01,

analysis of variance (Kruskal—-Wallis test) followed by multiple comparisons
using Mann-Whitney’s test (Stecl and Torric, 1969).

3. Results

Mortality among the different treatment groups is shown in Table 1. As
can be observed, the combination treatment with D-penicillamine and prus-
sian blue significantly decreased the thallium-induced mortality as compared
with the group of rats treated only with thallium. D-penicillamine alone did
not protect against thallium toxicity. Prussian blue reduced thallium lethal-
ity, but the reduction was not statistically significant.

Histological examination of the Purkinje cells indicated that p-penicill-
amine and prussian bluec combination trecatment protects rats against
thallium-induced cellular alterations. as can be observed in Fig. 1. Thallium-

as Number of damaged celis/tield

30
25
20
15
10

S

[»]

W Theitium Tha
3 vhanium - P8 Thaltium - PB » DP

Fig. 1. The number of damaged Purkinjc cells after experimental treatments. Rats were ad-
ini 4 with (32 mg/hg. Lp) and 24 h later with: PB, prussian bluc: DP,
o-penicilla e. PB + DP, prussian bluc + D-penicillamine. Results are means = one S.D. of
n =5 rats per group. * Significantly different from thallium group. Mann-Whitney test.
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intoxicated animals treiated with the combination treatment presented i
significantly lower number of altered Purkinje cells as compared with those
rats treated with thallium (sce Fig. 1). D-penicillamine treatment increased
the number of altered Purkinje cells as compared to rats trecated with thal-
lium alone, but this increase was not statistically significant (see again Fig.
1). The average number of altered Purkinje cells in the group of animals
treated with D-penicillamine ts 88% of the totul cells of the field. The prus-
sian blue treatment significantly protected rats against thallium neurotoxici-
ty to a lesser extent thian the protection achiceved by the combination of
p-penicillamine with prussian blue, suggesting that prussian blue alone is
not sufficient to prevent the ncurotoxicity of thallium iut the tested dose.
Figs. 2—6 show the appearance of representative Purkinje cells after the
different experimental treatments. Fig. 2 is from the cerebellum of & control
rat showing the normal appcearance of Purkinje cells. Fig. 3 is a micrograph
from a thallium-intoxicated animal showing pyknosis in Purkinje cells,
interstitial ocdema and oedematous Bergmann glia (sce arrows, Fig. 3). The
molecular and granular layers also show oedema that make it difficult to
visualize the individual cells within these layers. Severe interstitial ocedema
was observed in the group of rats treiated with D-penicillamine alone (Fig. 3)
and pyknotic cells are secen in this group with many necurons undergoing
shrinking of the cytoplasm. At a lower magnification (Fig. 7). the granular

Fig. 2. Cerebellar tissuc showing the normal appearance of cells in an untreiated control rat,
(Rio-Hortegs modificd stain, x100)
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Fig. 3. Cerebellum from a thallium treated rat The fPurkinje cells are pyknotic and shrunken
Severe ocdema s present in both granular and molecular layers. Pyknone Purkinge cells sare
marked with arrows. B, Ocdema area (Rio-Hostega modificd stain, < 104)

Fig. 4. Cerebellum trom a thalhum + D-penwalamsne treated cat. Al Purkinge cells shown are
pyknotc and inteest | vedema 1s extensive. Pyknatic Purkinge cells are marked with arcows,
E, Ocdema area. (Rio-Hortegs modificd stain, =< 1Ky
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Fig. 5. Cercbellum from a thallium + prusstan blue + D-pemicillarmine treated rat. Purkinge
cells are well preserved, and shight ocdema 1s observed  Pyknotic moleculas cells are marked
with arrows. bk, Ocdema area. (Rio-Hartepa modified stan, = 1(x)

Fig. 6. Cerchellum from a thallium + prusstan blue treated rat. Few pyvhnouc Purkinge cells
are present and interstitial ocdema is also obswived. Pyknotic Purhinge and molecular cells are
marked with arrows. E. Ocdema arca. (Rio-Hortega modificd stian, x 100)
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Sillanune treated rat. Pyknotic Purkinge cells

Fig. 7. Cerebcllar folia fram a thalhum + D-pens
{Rio-Hortepa modified stain, x20)

are marked with arrows. LI, Oedema are:

and several pyknote neurons, In Fig. 7 there can
be observed frequent arcas of oedema and pyknosis as a result of the
thallium-induced toxic effect in the D-penscitlamine treated animals, Fig. 8
shows at a higher magnification the thallium-induced damage to the granular
cells. The combination of pD-penicillumine und prussian blue protected
against thallium-induced effects (Fig. 5). Minimal interstitial oedema s
observed and o few pyknotic cells are present. No shrunken cells are
observed in the different layers and the granular layer is particularly well-
preserved. Prussian blue treatment produced an intermediate protection
against thallium neurotoxicity (Fig. 6). The molecular layer showed a few
pyknotic and shrunken Purkinje cells,

layer shows intense ocdemul

4. Discussion

Results of this study confirmed and extended previously reported protec-
tive cffects of the combination of D-penicillamine and prussian blue against
thallium-induced toxicity (Rios and Monroy-Noyola, 1992). There w a
direct relationship between thatlium-induced lethality and thallium-induced
neurotoxic effects on cerebellar cells, suggesting that thallium neurotoxicity
could be related directly to mortality of the animals. The mechanism by
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Fig. 8. Granular cells from a thalbhum + D-pemicilifanune treated rat, showing pyhnotic cells
(arrows) and interstitial ocdema (E). (Rio-Hortega modified staimn, <5S00)

which the D-penicillamine and prussian blue combination treatment may
excrt its protection against thallium neurotoxicity could be the accelerated
excretion of the toxic metal induced by this treatment, as shown in our pre-
vious report (Rios and Monroy-Noyola. 1992).

In our previous study we found that the 32 mg’kg dose employed for the
present work is an estimate of the median lethal dose (Rios and Monroy-
Noyola, 1992). However, this dosce killed 87.5%0 of the animals (Table ). This
value was not statistically different from the nearly 504%., mortality produced
by thallium in the presence of prussian blue (Table 1) indicating that this dif-
ference, even when high. could be attributed to smail experimental varia-
tions, as for example, a higher purity of the thallium accetate employed.

According to Prick (1979). oedema and scattered toss of Purkinje cells are
frequently found in fatal uman cases of thallotoxicosis. This author also
described that various forms of pyknosis muay develop, indicating a
remarkable similarity between alterations found in the present study and al-
terations observed in human cases of thallium poisoning. We have studied
in a previous work the thallium-induced lesions in several brain structures
(Barroso-Mogucl ct al., 1990). Results of this study indicate that the main
alterations occur in cortex, hippocampus and cerebellum.

Amongst the treatments against human thallium poisoning. prussian bluc



R At ! vt al. 7 7¢ logy 89 (1996} 15-24

z

24

is considered the drug of choice due to its cfficacy and lack of side cffects
(Thompson, 1981). However, the experimental evidence presented here in-
dicates that this treatment does not protect completely against the cell
damage induced by thallium. The protection exerted by the combination
treatment of D-penicillamine and prussian blue suggests that this could be a
treatment of choice against human thallotoxicosis, including the preserva-

tion of ccrebellar structures.
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