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RESUMEN.

atones hembra y macho de la raza-
, mprobado el acoplamiento, se ad
; t,ntes «-asarona, via oral, del -
6% a1 18° dfia. Lasﬁdos1s empleadas fueron 5, 15 y 30 mg/Kg -
de peso. L

Webster- takbﬁ{;
ministrd a 1as h

Dos dias antes del term1no. se sacrificaron -y se-
extrajo del cuerpo de la madre el utero y 105 fetos con sSus-
respectivas placentas. : :

El Gtero se 1ntr'

Una tercera pa
examen de esqueleto-y 1la
zacion de cortes, segi

fetos se destlno para el
restantes para la reali

Los resulta en esta especie, sefala-
ron que el aumento »de:1as madres no se vid-
afectado por la administracion del: fd

frmaco. La o -asarona --
provoca reabsorcioneé émb jue guardan relacién con-
ta dosis, sin embargo n

ron malformaciones congé
nitas. -
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INTRODUCCION

Desde hace muchos anq
mentales de algunas naciones han
yos para el registro de nuevo :

bas

1) Fertilidad y viabilidad de descendencia

ii) Mutagénesis

“i1i) “Carcinogénesis

-iv) Teratogénesis

6 a experiencias aterradoras d
nacimiento de un nifo malforme



Vturo, de ahf el térmi
s1gn1f1ca "mostrar 6 in-

] ajexp11cac1on con bases cien-
tifxcas a esta clase de sucesos,ﬂéurge la Teratologfa, como-
ciencia que se ocupa de las causas, mecanismos y manifesta--
cion de alteraciones estructurales & funcionales en el desa-
rrollo feta14.

Sin embargo, es en los Gltimos cuarenta y cinco &
fics, cuando la investigacidn de la teratogénesis cobra mayor
importancia, por el estimulo que experimenta en dos ocasio--
nes por descubrimientos accidentales de un agente externo ca
paz de producir malformaciones congénitas en el hombre. Es -
sorprendente el descubrimiente realizado en Australia, donde
en 1940, nacid un ndmero extraordinariamente grande de nifios
ciegos y sordos después de una epidemia viral tan ligera co-
mo la rubéola. Aln cuando los sintomas de la enfermedad en -
la madre fueron leves, algunas veces se produjeron efectos -
serios de la descendencia cuando la infeccidn ocurrid duran-
te el primer trimestre del embarazo. La experiencia sirvié -
para que se registrara un importante aumento en la experimen
tacidén con teratdgenos quimicos en animalesa. Pero se requi-
rid de una catdstrofe mayor para demostrar que lo que sucede
en animales experimentales puede ocurrir también en los huma
nos. E1 desastre de 1a talidomida en 1960-1962, mostré que -
un fdrmaco ordinario también podria producir malformaciones-
fetales en gran escala en las poblaciones humanas3

La accidn teratdgena de los fdrmacos estd determi
nada por. una. serie de factores : genotipo del producto y la-
forma en’ la cual &ste reacciona con. los facteres ambientales
adversos,‘”sxado’de desarrollo en e] momento de expos1cién a




estos factores, la naturaleza del agente asi como de 1a do--
sto ress.1a. natlraleza del ager 218 e
sis .

Debido a las interesa
cas atribuidas tradicionalmente
gaumeri‘§ﬁ“ﬁumano. asi como
dades en rata, se considerd in
estudios toxicoldgicos. . - .
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10

olor desagradablc

principios.
proporcién

ble en agua, !
ter, cloroformo
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la cual es cancer1gena

Estudios farmacologmos y tox1co]og1cos con ef-a-
sarona han sido rea” ahdok1 y col. 8, asi como por
Gomez y co].ld, obé 'que tanto en ratas que recibie~
ron o -asarona por via ubtuténea durante 28 dfas en una do-
sis de 60 mg/Kg de. 105; como en las que recibieron-
el firmaco durante n una dosis de 300 mg/Kg/dfa, hu
bo descensos en la- peptracion de colesterol en el suero -
sanguineo. :

han-atribufdo actividades sobre el-

Tambié
' 'JS 16 17, 18

Sistema Nervioso C
Y } 50 (DLSO) administrada intraperito
de,275 mg/Kg12 En ratas en cambio --
strada por la misma viala. Datos re--

cientes muestran qu Lgo,en ratones via intraperitoneal.

fue de 255.5 mg/Kgl

_uado tamb1en estudios teratogenicos -
:de ratazo, en 10s que s¢ ha demos-
| Qigdugg malformaciones congénitas.



- 8 -

glr,‘gbj‘e“f:iyg de? _'presefn:t'er‘trabajo' es ey'aluravy-:
los. poé‘jy'ﬁb)'éé.[ efectos teratogénicos presenta
: db'._s!’pc:)r ‘l'a,o{-asarona en ratones hembra ges
ta’nt‘es. administrada durante el perfodo de-

organogénesis.
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EQUIPO : Balanza Analitica Sauter
Balanza Digital Metter PC 4000

Estereomicroscopio Zeiss

REACTIVOS : o -asarona

 ‘A¢eite de maiz

~ Acetona

Aeido acético gyééjé}.
s
AQUB dest'l]ada
‘fﬁ{cbhol a1‘95%;k'
- So1. 0.005% Alizarina

Cioroformo

Formaldehido

Sol, 20% Glicerina'lf 1
Sol. 10% Hidréxido de Potasio

Sol. 20% Sulfuro de Amonio

Urea:
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METODOS :

Para la reallzac1oh del presente trabajo se dis-
puso de ratones: hembra ¥y ‘mac de 1a raza Webster-takoni, -
de 20 a 23.g. de pesok

Los: mathos's'\dlstr1buyeron en cajas individua--
les, m1entras que - las hembras se colocaron cuatro en cada -
caja. ' '

~Los animales tuvieron un perfodo de aclimatacidn
de ocho djas antes de comenzar el experimento, permanecien-
do en un local con una temperatura de 22 + 1°C y ciclos de-
luz/obschridgd de- 12 hrs. cada uno, hasta el dfa del sacri-
ficio.

El exper1mento se- inicié con la cruza de los ma-
chos con:las hembras "‘H,) “E]1 macho .era 1levado con las

hembras, a la caja corr ,pqhdiente y permanecia ah{ durante
3 hrs. o

El acoplamiehio;se verificaba por la presencia -
del tapdn espermidtico en la vagina de la hembra, tomando es
te dia, como dia cero.de la gestacién.

Para verificar el acoplamiento, se tomaba a la -
hembra a l1a altura de las orejas y con el dedo mefiique se -
sostenia la cola., Con la ayuda de unas pinzas se examinaba-
la vagina, para detectar si habfa 6 no tapdn espermatico en
ella,

Las hembras.ya acopladas se marcaron, pesaron y-
dvstr1buyeron a1eato‘ e en cuatro lotes, hasta comple-
tar veinte en ca o‘teher este nimero de anima--
les fue necesarlo dispt un.nimero mayor de acoplamien

hembras resultaron ser infér
tiles. Sy '
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El periodo de tratamiento con la o- asarona, solu
bilizada en aceite de mafz, fue del 6% al 15° dia de‘. '
cion, admlnvstrandose por via oral s

Todos les tratamientos se adm1ntstraron en: volu--1
men constante por Kg de peso.

Las dosis utilizadas de o -asarona, fueron de 5,-.
15 y 30 mg/Kg de peso. Al control se le administro &nicamen-
te aceite de maiz. '

Los pesos se registraron el dia de ac0plam1ento. :
iniciacidn y terminaci6n-del tratamiento, asi como el d1"”
del sacr1f1C1o (Tab1as ‘del no. I al VIII). :

Las hembras se sacr1f1caron al 18o d1a

cloroformo.

Después del sacr1f1c1o. s :
cuerpo de la madre y los fetos fueron: 11berados,de;‘ _
nidtico con sus respectivas placentas, realizandoIo lo mds -
rdpido posible.

E1 dtero se introdujo en una solucion de Sulfuro-
de Amonio al 20%, durante aproximddamente 5 minutos, para te
fiir los puntos de implantacion. Transcurrido este tiempo, se
realizd visualmente el recuento de 1os puntos de- 1mp1anta—--
cidn y/o reabsorciones.

Los fetos y las placentas fueron sec nuna-
gasa antes de ser pesados. :

~Las placentas se contaron.y.pe ualmen: -
te, asi como tambien los fetos, anotan ] sﬁos -
estaban vivos- 6- muertos T
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A 1os fetos se les realizd un m1nuc1oso examen ex
ter1or para detectar malformaciones,

:Para el ‘examen interno se dividieron los fetos. u
1/3 parte para el examen de esqueleto, empleando -
la Técnica de . DaWSonZI; modificada por Staples22 parailo --

tilizan

cual se realtzo lo sxgu1ente :

cién de a11zar1na a1;6;005%
7. Lavar 1os ‘fetos con agua.

8.- Observar los fetos en el estereomicroscopio -
para detectar posibles maiformaciones esqueléticas. Si no --
son analizados enseguida, se conservan en Glicerina al 20% -
con unas gotas de timo)l (para evitar el crecimiento de hon--
gos).

Las 2/3 partes restantes.de los fetos se destina-
ron para realizar cortes, segun 1a Tecn1ca de N1lson23;7ppo-
cediendo de la- s1gu1ente forma '
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1.~ Introducir los fetos en una soj. ¢¢ quiﬂ*,di‘
rante un minimo de 7 dfas. ' Ve

2.- Posteriormente se procede a realizar los cor-
tes con la ayuda de una navaja de rasurar : =~ . ey

a) E1 feto se coloca sobre su espalda'y Sé'--
realiza un corte a la altura del cuello en un plano justo de
bajo de las orejas, para separar la cabeza del resto del ---
cuerpo.

b) La cabeza se coloca de lado y se realizan-
3 cortes de 2-3 mms. de grueso cada uno, empezando justo a--
rriba de los ojos y continuando hasta la regién de las ore--
jas. Estos cortes revelan posibles malformaciones en l0s o0--
jos y en las regiones anterior y media del encéfalo.

c) Se realiza un quinto corte en la cabeza, -
al través de las mandibulas, removiendo la lengua de la man-
dibula superior, para detectar posible paladar hendido.

d) Un i@ltimo corte se realiza a la altura de-
la pelvis renal. Este corte revela posibles dafios en el ri--
fién.

3.- Cada uno de los cortes se coloca en comparti-

mientos individuales de una placa de porcelana.

4.- Colocar unas gotas de alcohol al 95% en cada-
corte, R R

5.- Observar en el estereomicroscopio.

Qn;lajparte;expg

Los resultados. , ‘
ompu éndose a tratamiento -

rimental fueron comp
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estadlstwco, emp]eando das. pruebas de Ft" de Student y xz --

(para peso’ (g)"nfreCUPnc1as respect1vamente) a un nivel de-
probabilida - :

* Sol,.Bou




TABLA 1

AUMENTO DE PESO PONDERAL
TESTIGO

TERMINACION DE TRATAM.  SACRIFICIO

INICIACION DE TRATAM,
(pfa 6°) (Dfa 159) (D7a 18°)

No. ACOPLAMIENTO

Raton (Dfa 0)
PESDO

- {9)

-9[.—

4.1

51 23.6 25.4




TABLA 11

AUMENTO DE PESO PONDERAL
TESTIGO

.o.‘ | C . . CRIF
Ratdn {D7a 0) (pfa 6°) (pia 15°) (pia 18°)
PESO

(g)

- -

8 2.8 %9 4.0
80 20 %6 T 39,9
82 23.8 28,7 3.7 43,9




TABLA 11

AUMENTQ DE PESO PONDERAL
S mo/Kg

ACION D
(07a 15°)

PESO

T
(Dia 18°)

30

24.0

26,5

Sers



TABLA IV

AUMENTO DE PESO PONDERAL
5 mg/Kg

ACOPUAWTENTD — TFTCTACTON DE TRATAM.  TERFINACION OF TRATAN. — SARRIFICIO.
(o7a 15%) . (ia 18°

No.

Raton - (Dfa 0) -~ (Dfa 6°)

PESO
()

47.3

- 26,0 36.5

0 ey

-6[‘;



TABLA V

AUMENTO DE PESO PONDERAL

15 mq/Kg
NO. t I .
Ratén (Dia 0) (pfa 6°) (pfa 15°) (pfa 18°)
PESDO
(9)

=02 -




TABLA VI

AUMENTO DE PESO PONDERAL
15 mg/Kg

(Dia 18%)

(Dfa 15°)

0. L
Ratén (pfa 0) (Dia 6°)
PESDO

e - R H B 30.3 3.5
72 22.2 25.5 3.7 0.7
76 21.4 25.3 3.5 40.7

_‘Iz—



TABLA VII

AUMENTO DE PESO PONDERAL

30 mg/Kg
Ratén (Dfa 0) (Dia 6°) (pia 159) (Dfa 18°)
PESO
(9)

5 . .%8 2.3

40.2 41,7

ve

.0

46.5

as0

34.3

¥ 21 %2 Bl bl

40 23.4 26.2 33.2 45.2

-zz-



TABLA VIII

AUMENTO DE PESO PONDERAL
30 mg/Kg

0. Cl | C .
(Dia 0) (Dfa 6°) (Dia 15°) (Dia 18°)

Ratén
S PESDO

{g)

-fz -
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RESULTADOS Y DISCUSITON

AUMENTO PONDERAL.

En 1a Tabla IX y figura 1 se muestra el porcenta-
je de aumento de pesc de las hembras gestantes, registrados-
durante los dfas 6%, 15° y 189 de 1a gestacion.

Se observa que las tres dosis de o(-asarona tien-
den a producir un descenso de peso a partir del primer dia -
de tratamiento (6° de la gestacién), sin llegar a ser éste -
significativo. Una vez finalizado el tratamiento, el peso se
recupera en todos los lotes por igual,

E1 registro del peso permitiéo sin ninguna otra ma
" nipulacién especial, 1° conocer el estado de salud de la ma-
dre y 2% determinar un posible efecto de 1a of-asarona en el
nimero de fetos reabsorbidoes,

Q".

"tll y llx

La Tabla X, referente a los resultados encontra--
dos en las madres, muestra en primer lugar, el numero de ma-
dres fecundadas, es decir aquellas que en el momento del sa-
crificio presentaron puntos de implantacion. Con el nimero 2
se distinguen las madres normales, 6 sea las que no dieron -
lugar a fetos malformes y en donde el nimero de reabsorcio--
nes embrionarias fue inferior a 1. A continuacién con el ni-
mero 3 se sefialan-las-h bras afectadas, de las cuales se -~
pueden distinguir 3'tibb '1ferentes : (3.1) aquéllas que d-
nicamente presentaron fetos Feabsorb1dos en nimero super1or-
al, (3.2). aquellas que presentaron exclusivamente fetos ma]
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formes y (3.3) aquellas que simultineamente tuvieron reabsor
ciones embrionarias y fetos anormales. e

Como se observa no hubo diferencia significativa-
(p<0.05) en el nimero de madres afectadas en relacifn al --
grupo testigo, Este nimero, estd integrado principalmente --
por madres que presentaron Unicamente reabsorciones embriona
rias y por las que tuvieron fetos anormales exclusivamente.

En la Tabla XI, se presentan los resultados co---
rrespondientes a los fetos. Se distingue * (1) el nimero de-
implantaciones encontradas en el dtero, (2) el ndmero de fe-
tos normales y (3) el nimero de fetos afectados, considera-
dos de dos tipos : (3.1} Jos que fueron reabsorbidos y (3.2)
aquéllos que presentaron anormalidades.

Se observa que el nimero de fetos afectados debi-
do a la administracion de oi-asarona es mayor que el de los
testigos, lo que se encuentra reflejado en los porcentajes -
de 23,2, 23,1 y 24.8, para cada una de las dosis respectiva-
mente, Sin embargo, esta diferencia no es significativa esta
disticamente, por 10 que carece de significado toxicolégico.
Asi mismo, no se encuentra relacidn dosis-respuesta, 1o que-
implica que no se haya manifestado el efecto teratégeno. La-
causa principal de los fetos afectados fue por reabsorcio---
nes, lo que parece indicar que la of -asarona ocasiona ante -
todo un efecto de embrioletalidad.

La frecuencia de las anormalidades en el caso de-
Tos testigos fue de 12/200 y en los lotes tratados aumentd -
a 22/185 con 5 mg/Kg. Las otras dosis disminuyeron la: inci--
dencia. Esto desde luego, no indica que la of-asarona pueda-
tener algln efecto protector si se compara con el testigo.
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En experimentos realizados con esa misma cepa de-
animales, se ha observado que la frecuencia de anormalidades
espontaneas era de ese orden. Asi mismo, otras razas de ani-
males presentan una incidencia variable, lo que posiblemente
se deba al patrimonio genético caracteristico. En muchas oca
siones, este fenomeno dificulta el establecer algln limite -
entre las malformaciones espontineas y las provocadas, y por
tanto establecer la teratogenicidad de un producto.

Como se observa en la Tabla XII, los pesos prome-
dio placental y fetal no fueron afectados por ninguno de los
tratamientos, Aunque en algunos casos se observaron fetos --
con falta de desarrollo, ésto no cambié el promedio general.

Debido a que la eof-asarona se administrd después-
de la implantacion, era también de esperarse que el promedio
de las implantaciones por madre no debia alterarse. En efec-
to, aunque se observa una tendencia a disminuir conforme au-
menta la dosis, ésta no tiene ningin significado., ST en cam-
bio, todas las dosis acusaron diferencias significativas ---
(p<0.05) en 1o que respecta al nimero de fetos por madre, -
lo que es el reflejo del aumento en las reabsorciones embrio
narias,

En 1o que respecta al tipo de malformaciones en--
_ contradas en los fetos se observa en la Tabla XIII que segin
el examen externo, en todos los lotes se encuentran fetos --
presentando hematomas. Estos se localizaron en diferentes --
partes del cuerpo, pero principalmente en la cabeza y extre-
midades. Tal parece ser que esta anomalia es comin a la cepa
utilizada, y no ha sido potenciada en no. y gravedad por la-
administracidn del fdrmaco. Como anormalidad particular, no-
encontrada en los testigos, hubieron casos de fetos con fal-
ta de desarrollo, torcedura.de cola y muertos,
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E1 examen del esqueleto no arrojé ningUndidﬁoméQQ
lia y el andlisis de Wilson, en cambio, mostré hend1dura del'
patadar en todos los lotes. Aunque esta ma]formac10n no esvs
muy comin en esta raza de ratones, algiin factor desconoc1 d-,,

pudo haberla provocado. Sin embargo, la frecuenc1a de‘apar1-f"

cibn es similar en cada grupo.




TABLA IX

AUMENTO DE PESO PONDERAL DE RATONES TRATADOS
CON o(-ASARONA DURANTE LA ORGANOGENESIS

X+ 0 N
“TRATAN,
DIA DE LA TESTIGO 5 is 30
GESTACION (m1/Kg) (mg/Kg)
23.47 23.71 22.90 23,49
0 ha b 4 :
‘ 1.70 1.52 1.89 1.53
26.07 26.28 25.85 26,54
hd hd hd hd
1.86 1.90 2.49 2,02
S 35.89 35.66 33,67 34,43
18° L4 4 4 4
N 1.92 3.11 ‘.39 3.69
e 41.68 41.43 39.36 39.62
18° ¢ * ¢ *
' 3.41 4.46 6.10 4.99
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- FIGURA 1

AUMENTO DE PESC PONDERAL DE RATONES TRATADOS
CON of-ASARONA DURANTE LA ORGANOGENESIS.

%809

— Testigo : %
..... 5 mg/Kg &
60 4 esesee 15 mg/Kg oo
« << 30 mg/Kg s
d

40

20 4

0 6 15 18 dfas



TABLA X

MADRES AFECTADAS

k — TRATEM,
MEMBRAS - TESTIGO . § o
T e (mllxg) - : (mg/Kg)

_‘I{ffécﬁhagﬂas :

21

:2.fNormales

3. Afectadas : * “53 flrgt L

“'i;ﬁ f'.
(%) O s.0) (45.0)  (52.3)

3.1 Por reabsorciones 4 2 7

7\3}2(Por anormalidades 5 ) 3

,;;ilgAS—Por reabsorciones ¢ .. 2 1
© y anormalidades S

- o¢ -



TABLA XI

FETQS AFECTADOS

TRATAW.

TESTIGO
(ml/Kg)

oy 1B H3°¥jrnb‘m

. fi{;}hﬁi{htaciohés

200

'~f;i$57

‘f g,~Fetos normales

180

152

3. Fetos afectados

(%)

28
(14.0)

43

(23.2)  (23.1)  (24.8)

3.1 Por reabsorciones

16

21 36 37

3.2 Por anormalidades

12

22 10 Y

-IE.-



TABLA XI1

PROMEDIOS
Xtao

LA P
5. 15 0
o (ng/kg)

- TESTIGO
o (m/

-Zs-

~ Peso promedio placental

: ImpJgnt&éiones/madre'}7* -

8.20 8.1% 7.42

2.48%  2.20% 2.52*
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TABLA XIII

DESCRIPCION DE FETOS ANORMALES PROVENIENTES DE RATONES

TRATADOS CON ©-ASARONA DURANTE LA ORGANOGENESIS

Examen

Testigo 5 m/kg

15 mg/Kg 30 mg/Kg

Externo

2 8 f. hematoma

6 f. falta de
"~ desarro-
Mo

2 f, torcedura
de cola

4 f. hematoma 3 f. hematoma

1 f. falta de
desarro-
1o

2 f. torcedura
de cola

2 f, muertos

16 186

Alizarina

e T

Wilson

" 4°f. paladar 5 f.

paladar

hendido

1 f. hidrone
frosis-
unilate
ral

. hendido

4 f. paladar .5 f. ﬁaladar
hendido..

endido

2

'fﬁilpiygra

Cw

* Nimero de feues erxaminadne
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CONCLUSIONES

6 .6f5T de la of-asarona a do
6 el aumento de peso ponde
thranscurso de la gestacidn.

sis de 5, 1
ral de 1as

na-vez ocurrida la implantacifn del huevo -
‘1a c( -asarona provoca reabsorciones embriona--
rias que guardan relacién con la dosis.

en el utero,

3.- No se encontrd efecto teratégeno, ya sea to-
mando en-cuenta el ndmero de madres que dieron lugar a fe--
tos afectados 6 el nidmero de fetos afectados por si mismo.-
Esta apreciacion permite por una parte estudiar el riesgo -
que puede tener 6 no una camada y por la otra el de cada fe

to en particular.

4,- E1 tipo de anormalidades encontradas en el -
Tote testigo y 1os tratados fue comin, atribuyéndose por lo
tanto a la ceba de]kanimal empleado. Por otra parte, la fre
cuencia de dichas anormalidades en todos los grupos es simi
lar,

5.- E1 presente estudio, sumado al previamente -
efectuado en ratas, muestran que la of-asarona no afecta --
las variables de la reproduccidén indicadas.

6.- £s necesario efectuar estudios con especies-
no roedoras a fin de tener una conclusién mds amplia.

7 - As1 m1smo, y con el prospecto de que éste --
princ1pio act1vo pud1era const1tu1rse en-el futuro en _un.po
sible farmaco,res necesar1o ‘el 1levar al cabo muchos otros-
estud1os tox1co1og1cos """ 'Targphplazo B e

A corto



10.

11.

. Ga111. C.;and Pa

. Rebetto, M. Tox1c»

1-34, B3- 109 121 136.

. Drill, V. Farmacologfa Médica. La Prensa Médi

. J. Mandoki y col. Aislamiento de la Asarona d
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