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I, RESUMEN

Diversos estudios realizados en diferentes sistemas de prueba con la clorofilina
(CLF), sal de sodio y cobre de la clorofila, la han descrito como un potente antimutageno,
anticancerigeno y radioprotector, ademas de que la administracion de ésta por si sola no
ha mostrado efectos genotdxicos, ni se han observado signos de toxicidad aparentes en
los organismos. Sin embargo, no existen evidencias sobre su efecto en el desarrollo
embrionario y fetal al ser administrada durante la gestacion., Por lo anterior en este
trabajo se estudié el efecto de la CLF sobre el desarrolio embrionario y fetal de ratones de
la cepa CD-1.

Hembras prefiadas fueron tratadas con una sola dosis de CLF (100, 50, 40, 6 20
mg/kg de peso corporal), por via intaperitoneal (i.p.), el dia 8 de gestacion. Las hembras
fueron sacrificadas el dia 18 de gestaclon por dislocacién cervical para cuantificar el
nimero de implantes, reabsorciones, fetos vivos y muertos. Los fetos vivos fueron
pesados y sexados.

Todas fas crias fueron revisadas externamente para determinar las posibles
malformaciones macroscapicas, posteriormente se separaron al azar dos terceras partes
de los fetos fos cuales fueron transparentados y tefiidos para analizar morfologia
esquelética y grado de osificacion..

Los resultados obtenidos muestran. que la CLF tiene un efecto embnotbxico. ya
que indujo el 100% de muerte embrionaria para la dosis de 100 mgkg, del 76. 2% para la
dosis de 50 mg/kg, del 35% para la de 40 mg/kg y del 15% para la de 20 mg/kg La: _
induccnén de muerte embrionaria resulté estadlstlcamente significativo para las dosis de
100 50 y 40 mg/kg. Por otra parte la CLF mostré cierta asociacién hacia los smos enlos
cuales existié muerte embnonana y reabsorcnbn (lmplantes). ya que los marcé en forma
de anilios verdes a lo largo del (tero.

‘Al analizar las anomallas externas' en los fetos tratados con CLF (50 y 40 mg/kg) ‘
se encontrd la presencia de tres casos de doﬁcocefalea. uno de hipoplésia de una
extremidad posterior asoclado a uno de los casos de dolicocefaiea uno de exencefalea
con pérpados ablertos y. uno de labto Ieporlno asoclado a paladar hendido, las cuales
resuitaron estadfstlcamente slgmfcatlvas En ‘cuanto a fas malformaciones lnternasi
(esquelétlcas) en. todas las dosis de CLF admmlstradas se observé a!gun tlpo de.
alteracion ya sea en costailas como fustonadas bif das y curvas, sn. esternebras como ;



asimétricas y fusionadas, en algunas vértebras como fusionadas 6 en columna la cual
mostraba una desviacion, éstas alteraciones Unicamente fueron significativas para las
dosis de 50 y 40 mg/kg. Todas las alteraciones tanto externas como internas no
mostraron una clara relacién dosis-dependiente, ni una alta frecuencia y para el caso de
las alteraciones esqueléticas la intensidad de dafio esquelético variaba intra e Inter fetos
analizados, por lo que se subdividieron en dafio bajo, mediano y alto.

Los resultados obtenidos muestran que la CLF es embriotdxica en forma dosis-
dependiente y que presenta afinidad hacia los sitios en los cuales existié la muerte
embrionaria y reabsorcion, marcandolos en forma de anillos verdes a o largo del dtero,
Por otra parte la administracion de la CLF a hembras prefiadas indujo algunas
malformaciones tanto externas como internas, las cuales podrian estar asociadas a ésta
misma embriotoxicidad y dado que la frecuencia y tipo de malformaciones en las crlas de
las hembras tratadas fue muy bajo, podemos decir que para estas dosls la CLF muestra
un efecto teratogénico débil.



il INTRODUCCION

El desarrollo tecnoldgico e industrial, el crecimiento demografico y el uso de
nuevos meétodos de agricultura tecnificada, son factores que contribuyen a la entrada en
el ambiente de cantidades crecientes de sustancias quimicas, sintéticas y naturales,
cuyas interacciones y efectos adversos sobre el hombre no se conocen o se conocen
insuficientemente.

Para dar una idea de la magnitud de los problemas ambientales, conforme a los
datos aceptados por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) y
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en 1980 la cantidad de sustancias quimicas
de uso cotidiano en el mundo era de aproximadamente 63,000 (Tabla 1), con un
incremento anual de entre 1000 y 2000 agentes nuevos (Houge, 1984, Albert, 19888). Sl
tomamos en cuenta las consideraciones realizadas por estas organizaciones, esta
cantidad de agentes quimicos se incrementé entre 78 000 y 93 000 para 1995.

Tabla 1.- Estimaciones de la EPA y OMS de las sustancias
de uso comiin en 1980 (Albert, 1988).

Si ademas de estos quimicos consideramos que en el ambiente hay presentes
agentes fisicos (calor, ruido, radiaciones X, Gamma, Beta, etc.) y' biolégicos (Virus.
bacterias, hongps,iétc}.), _estamos‘hablando de una exposicién compleja y oqn;'.ta'h'te*qup '
diariamente enfrentamos. Desafortunadamente y en coniraste a estos datos, se calcula
que las sustancias bien estudiadas en cuanto a'sus interacciones y efectos no :e>kcéde”,r\:‘a_



las 2000 y este numero aumenta con lentitud (Casarett, 1968; Graede! et al., 1986;
Houge, 1984; Albert, 1988).

Las sustancias quimicas a las que estamos expuestos se pueden asimilar,
transformar y eliminar en el organismo o en el ambiente de manera continua en una
situacién estable sin causar dafos considerables, sin embargo debido al incremento
constante de dichas sustancias, en muchos casos se rebasa esta capacidad y por lo
tanto se rompe el equilibrio y se incrementa el riesgo de las alteraclones en la salud
(Albert, 1988).

Debido al constante aumento de diversas enfermedades en las poblaciones
humanas, como son el cancer, las hereditarias y las reproductivas, dentro de las cuales
se encuentran las malformaciones en el recién nacido, organizaciones internaciopales
como la OMS, la EPA, la Direccion General del Medio Ambiente (MOPU) vy la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), entre. otras, han tratado de controlar la
entrada de nuevas sustancias al ambiente, por medio de la solicitud de diversas pruebas
(toxicidad, citotoxicidad, genotoxicidad, carcinogenicidgd y teratdgenic‘i‘dbad).‘que deben de
realizarse a las suslancia antes de aprobar su uso comerclal (Graedel ot al.. 1986;
Houge, 1984; Albert, 1988).

1. TOXICIDAD

De los agentes fisicos, quimicos y biolévgl‘}é:ps‘. a los cuales estamos e)(pug'smsih los
quimicos son el grupo que mas se ha estudiado, debidb-‘é.dpef sdri_fc,_:bh'le'dhé,»t‘eﬁémos .
un mayor contacto. | |

Los efectos causados a los organlsmos por un agente quimlco dependen de
varios factores, dentro de los cuales se encuentran la: dosis. la via de admlnistraclén y el‘}"
tiempo de exposmnén Al estudlo de la. interacmén entre los - agentes quimicos y los‘yf ,
procesos bnolégncos sele llama farmacodlnémlca (Scialli 1992)

Diferentes estudios han permltldo encontrar los mecanismos generales por-los
cuales Interactuan los agentes quimlcos dentro del organismo como:

a) Modlflcac16n de Ias propiedades flslcas o quimicas de algunos flundos osus:

constltuyentes

b) Reemplazo de sustancias fisiolégicas.

c) Ocupacién de receptores. -



d) Modificacion de las funciones de la membrana celular.

e) Alteracion de los productos celulares.

f) Interferencia con la sintesis de proteinas, con lo cual afectan la replicacion y

sobrevivencia celular.

Ademads se ha observado que los agentes quimicos presentan cierta asociacion
con determinados sitios en diferentes organismos, a los cuales se les llama drgarios
blanco. Las interacciones, las modificaciones y las alteraciones fisioldgicas que se llevan
a cabo en estos Organos, pueden provocar toxicidad, la cual en poco tiempo se puede
generalizar a todo el organismo (Scialll, 1992; Wilson y Clarke, 1977).

Desde el punto de vista toxicoldgico es importante conocer la naturaleza y cinética
de la sustancias en el organismo para entender los diferentes tipos de dafio (Figura 1).

(o]
Concentracion (C) §

" Tiempo (t) -

Figura 1.- Cinética del comportamiento ¢ de los agcntes
quimicos en el organlsmo (Sclalli 1992)

Dentro de los factores que sev consideran mas Importantes en Ios estudios de”i'_

farmacodinamica se. encuentran. :
a La dosls' mvolucra tanto Ia concentracnén de la sustancia quimica que entra al.

organlsmo como el t|empo de tratam(ento La dosis esta en funcién de vanables co'
peso corporal la superf cie del cuerpo, Ia edad del mdnvuduo, Ia Via de admim_)
etc., ya que la dosis: puede ‘ser afectada sI no son adecuadamente controlada a
variables (WnlsonyC|arke1977 Baker et al 1980 Scialli, 1992) -



b) La absorcién: cuando una sustancia quimica ha entrado en el organismo, su efecto
depende de la capacidad y la velocidad de absorcion, las cuales a su vez dependen de
condicionantes como lo es la via de administracion y fa fisiclogia o patofisiologia
caracteristica del organismo (Ribeiro y Faustman, 1990; Scialli, 1992).

c) La distribucién: una vez que se ha llevado a cabo la entrada y absorcién de un
age‘nte quimico, la velocidad y la capacidad de difusion juegan un papel importante en su
efecto sobre determinados ¢rganos blancos. El volumen total de todos |los
compartimentos en los cuales una droga se distribuye es llamado volumen de distribucion
y éste debe ser igual al volumen de {a sangre. El volumen de distribucién para un agente
difiere marcadamente Inter e intra especie o bien por el estado fisiolégico particular que
presente el organismo, como por ejemplo la gestacion, en donde la difusion por placenta
de algunas drogas puede depender de su capacidad de enlazarse o no a las proteinas dei
plasma (Nau, 1987 Scialli, 1992).

d) La biotransformacion: uno de los aspectos Importantes de [a farmacologia y la
toxicologia, es la habilidad del organismo para modificar moléculas con las que nunca
habla tenido un previo contacto y utilizarlas como si hubiesen sido sintetizadas por él, 0
blen su capacidad de Inactivarias. I principal problema es cuando el organismo
biotransforma moléculas y los metabolitos resultantes tieﬁeh algun efecto sqbré éét'e;’ ya
sea en ese momento, 0 que se almacenen causando efédt_bSpOsterlores. Lam“a'yotla de
las enzimas que catabolizan y pueden biotransformar algdn‘ agent'e" estén 'principalmente
en estémago y en el reticulo endoplésmlco de los hepatocnos, aunque casi todos los
tejidos: presentan accion o capacidad metabélica (Alberts et al 1989 Brown et al., 1986;
Sciaili, 1992).

é).La eliminacién: los agentes quimicos pueden ser ellminados  por numerosas rutas,
consideréndose dentro- de Ias ‘més imponahtes a la excrecién por o‘rfna y‘ por hecés i
biliares, aunque la excrecnon por medlo de Ia leche materna tamblén es una ruta
»importante de elimlnacién en algunos casos. Entre mds rdpido sea eliminado el
compuesto menor sera su efecto (Wilson y Clarke. 1977; Scialti, 1992).

Como se ha mencionado el efecto de.los agenteS' quimicos varla inter-especie
(debldo a las varlaciones genétncas pnncupalmente) -por fo cual un. mismo agente puede
ser probado en dlferentes sistemas de prueba y presentar efectos dlferentes. aunque



también se observan variaciones intra-especie, 1as cuales estan determinadas por el
estado patofisiolégico 0 fisiologico del organismo, esto se refiere a las variaciones que en
ocasiones se observan al administrar un quimico a un mismo grupo de animales l0s
cuales son seleccionados de una misma cepa, edad, sexo y peso. Por otra parte se han
descrito variaciones sobre el efecto de un agente en un mismo organismo, las cuales
principaimente estan dadas por la edad o por una condicion fisiologica particular como lo
podria ser el periodo de gestacion, durante el cual el organismo presenta una serie de
cambios fisiolégicos especificos, 108 cuales pueden modificar la absorcion, 1a distribucion,
la biotransformacion ¥ la eliminacion de los agentes quimicos, por esta razon en
farmacotoxicologia se recomienda el estudio de las interacciones de 108 agentes quimicos
con el organismo, durante este periodo. Otro de los aspectos importantes (ademas de la
toxicidad materna), del estudio de la administracion de agentes quimicos durante la
gestacion es 13 evaluacion de los agentes sobre el desarrollo embrionario y fetal, asi

como de las posibles interacciones entre ambos (Brown et al., 1986; Scialli, 1992).

1.4 Toxicidad matema, embrionaria y fetal

Dentro de los datos expenmentales que se tienen, se ha observado que cuando
es administrado un agente quimico a una hembra preﬁada ésta puede suffir alteraciones,
en su homeéstasls que pueden conducir a. claros signos de toxicidad tanto enlas madres
corﬁo en los productos Los signos de. toxicidad que se encuentran con mayor frecuencia,‘
en las hembras prenadas alas cuales se les adminlstra algun agente y en sus crlas se-
muestran en a tabla 2 (Khera 1991)

Tabla 2.- Signos de :QXig:idaH en madres y criss. -




En 1983 Kalter y Warkany, observaron una asociacion entre desordenes
funcionales en las madres como la diabetes, fenilcetonuria, sangrado vaginal e
hipertermia, con la induccién de malformaciones en fos productos, ellos estimaron que
hasta un 3.5% de todas las malformaciones eran causadas por las enfermedades
maternas, las cuales probablemente estaban relacionadas con toxicidad. Posteriormente
Khera (1984, 1985), propone que fa toxicidad materna juega un papel preponderante en
los efectos tausados en los productos y que tos desordenes metabélicos posiblemente
son fos inductores de las alteraciones en el recién nacido, lo cual indica un efecto por via
indirecta.

Dado que e! desarrollo embrionario consiste en una serie de mecanismos
secuenciados, intercomunicados y especificamente programados, cualquier cambio en
alguna de sus etapas ya sea directo (toxicidad embrionaria o fetal) o indirecto (toxicidad
materna) puede provocar serias consecuencias en el recién nacido (Hogan et al., 1986;
Baker et a/.,1980; Johnston et al.,1992).

2, EMBRIOLOGIA Y PRINCIPIOS DE TERATOLOGIA

2.1 Estados del desarrollo embrionario

Para poder entender las alteraciones del desarrollo es necesario conocer como
se lleva acabo el desarrollo normal desde la fecundacxon del ovocito-hasta el nacimiento,
por lo cual varios autores se han dado alatareade estudiar los procesos y mecanlsmos-'
de diferenciacion, que ocurren durante el desarrollo embrionarlo y fetal de los organismos. .

El desarrollo embnonario imcia con |a fertilizacion = del ovocito por el
espermatozoude en las trompas de falopio, con lo cual se induce la divisién celular. El
ovocito. fecunda‘do se implanta"en el 'miometrio y se generah las dos primeras lineas

celulares (el trofoectodermo y el endodermo pnmmvo) las cuales formaran la base de la

placenta y las membranas wtelmas extraembnonanas para Ias interacciones suceswas‘
con la madre. Las células plunpotenciales dan origen al desarrollo del embrion, mlentras '
que el mesodermo se divide y se duplica en pares repetidos de bloques de somltas que
generan el eje antero- posterlor del cuerpo. La placa neural aparece y se pl|ega hacua
arriba dentro del tubo neural formandose Ios primordlos nasales oculares y audmvos, Las '

,celulas de las crestas neurales mucuan su mlgrambn y se empleza a formar el corazén, el



sistema circulatorio y las yemas que daran origen a las extremidades (Figura 2) (Hogan et
al., 1986, Scialli, 1992).

r Gamelogene'fs_;! j

( lnteracciones celulares

S — » Hislogénesls [em lzacion j

[Qgggrrollo de érganos ] P?e—lr;plsntaagn_
~ ‘$ ]Gaslmlacign lr‘n;)l-a—r;l;c-laﬂJ

@cl_mleq@
o L [Fl;;a;l-aclbn’] J

Figura 2.- Estados del desarrollo embrlonlrlo y tismpo de
duracién dela embrio y fetogénasls en el hombre y ratén.

Se ha mostrado que “durante la organogénesus son bastantes los genes que
controlan la diferenciacuén y a morfogénesls, por: lo que desde el punto de vista
experimentat es una de las etapas en la cual se reallzan a mayorla de los estudios del‘»._*
-desarrollo normal del cual aunque ya han descrito ampliamente algunos procosos aun
existen varios mecamsmos que no se han podido explicar. por otra parte Ia realizncién de‘; :
estudios encaminados a determinar poslbles alteraciones inducidas por dlfaren!es’-.‘
agentes tamblén han contribuido a entender el desarrollo. embnonario y fetal normal*f'r
(Hogan et al., 1986; Bakey. et al..‘1,_980.,T,aylor. 1986; Johnston, et al,1992; McColl, 1966;
‘Shenefelt, 1972; Khera y McKinley, 1972; McClain y Baker, 1972; Jhon ef al, 1977;
Buttar, 1980; Harris ef al., 1980; Kistler, 1981; Khefa( 1984).

De los trabajos realizados durante las dnferentes etapas del desarrollo embnonario
y fetal se ha concluido que el penodo dela organogénesis es el mas sensible a cambios.
mducidos por los agentes. ya que al ser tratadas las hembras prefiadas durante ésta



etapa, los tipos y frecuencia de malformaciones aumenta considerablemente en los
productos, debido a que son mas faciimente fijadas las alteraciones (Druga, 1976; Fuyuta
et al., 1978, Tanigawa et al., 1979; Baker et al,, 1980; Baranski et al,,1982).

2.2 Principios de teratogénesis.

Dado que los agentes quimicos estan presentes en casi todos los medios en los
cuales se desenvuelven las mujeres fértiles y las embarazadas, éstos juegan un papel
prepanderante en la etiolagia de las alteraciones reproductivas, ya que pueden modificar
los eventos biolégicos que se llevan acabo durante el desarrollo de un nuevo orgahismo
(WHO, 1984, ECETOC, 1983; Palmer, 1980; Khera, 1984; 1985). Las alteraciones
pueden ocurrir en cualquiera de los d;ferentes estados del. desarrollo de donde el tipo e
intensidad del dafio en los productos depende del estado en el cual se interfiere, - siendc
desde cambios imperceptibles al nacimiento: como lo podrian’ ser la falta de osificacion, -
los hematomas, el retraso en el crecimiento, la dlsmlnucnén de peso etc hasta la muerte
(WllsonyCIarke, 1977, Beaudoin, 1980; Huffstadt, 1981; Sclalli 1992)

A partir de varios. trabajos tanto epidemuolégiccs como experlmentales en los'
cuales se reportan diversos efectos teratogénicos causados por dlstintos agentes y en-
diferentes estados del desarrouo en 1959 el Dr Wiison. analizé las Interacclones de todos )
los factores involucrados en la inducclén de malformaciones y propuso cmco pnnclpios de
teratogénesis posteriormente Wilson y- Clarke (1977) a partlr de otras observac»ones
proponen un nuevo-. principoo,_ quedando asi postulados los seis prmcipios de
leratogénesls que se conocen enia actualldad
VA Interaccién. Genoma-Amblonto. Para todos los organlsmos, la. susceptibnlidad a
_-agentes teratogenos depende del genotipo y la manera en la cual este mleractua con los
-factores ambientales por ejemplo exlsten determinadas malformacnones que se
presentan solo en una espacle y sblo en determinadas reglones del cuerpo
B. Estado do dopendcncla. El estado de desarrollo y tiempo de exposuclén juegan un -
pape| importante en la susceptibiudad a los agentes teratogénicos. es declr que no se
inducen las mismas alleraclones sl se administra un agente en. dlferentes fases del
desarrolio (Figura 2,)



C. Mecanismos. Los agentes teratogenos interfieren con los mecanismos normales del
crecimiento embrionario, ya que actuan de forma especifica sobre el desarrollo celular y

sobre la iniciacion de los tejidos de la embriogénesis (Tabla 3).

Tabla 3.- Tercer principio de Wilson: Mecanismos de induccion de dafio de
los agentes teratégenos (Wilson y Clarke, 1977).

¥
2) Genotoxicidad ‘a través: *2)[
de: smutaclones y-no: dis-:nes:
uncién:de cromosomas.

D. Manifestaciones del desarrollo anormal. Los efectos causados por el agente
teratgeno se pueden manifestar como muerte embrionaria o fetal, malformaciones

macro y microscopicas, retardo en el crecimiento y desordenes funcionales entre otros.
E, Acceso del agente. No todos los agentes teratogénicos actuan de igual forma, la
influencia que puede tener este depende de la naturaleza quimica del mismo y la via de

administracion.



F. Relacién Dosis-Respuesta. Las manifestaciones e intensidad de la alteracién del
desarrollo estan en funcion de la dosis y el tipo de administracién aguda o cronica (Wilson

y Clarke, 1977).

2.3 Agentes y factores inductores de teratogénesis

Los estudios realizados durante el desarrollo embrionario y fetal han mostrado
que algunas de las alteraciones observadas en el recién nacido son inducidas por
diferentes agentes o factores, los cuales dependiendo de su naturaleza pueden actuar en
algunas de las etapas del desarrollo embrionario o fetal, Dichos teratégenos son:

a) Agentes quimicos, aquellas sustancias quimicas a las cuales nos exponemos ya sea
de manera ambiental, por consumo en Ia dieta o por prescripcidn médica,

b) Agentes fisicos, como las radiaclones ionizantes, microondas, particulas cosmicas,
elc., cuya exposicion puede ser ambiental, dentro de estos también se puedén considerar
a la temperatura. La exposicién a estos agentes puede ser por prescripcién médica como
lo es la radiacién ultrasénica o la radiacién X.

¢) Enfermedades Infocclons, dentro de los agentes teratdgenos més conocldos se
encuentran microorganismos. como los virus (rubéola, cltomegalovirus, herpes, HIV), los
protozoarios (Toxoplasma), Iés'bécterias (sifils), etc.

d) Deficiencias o excesas nutricionales, existen diversos trabajos- en los cuales se ha
‘reportado Ia presencia de alteraciones en las crias inducidas por carencias o excesos de
proteinas, carbohidratos, "pldOS vitaminas 0 minerales en la dieta.

e Factorcs hormonms, algunas ma|formacnones observadas tienen su. ongen en
aquellas alteraciones endocrinas que pudiera tener la madre (mevitables durante la
gestacion), como lo pueden ser Ia diabates. enfermedades de tiroidu. altoraciones en
ovarios, hipof isis etc.  (Wilson yClarke, 1977 KalteryWarkany. 1983 Scillli 1992)

Si bien son miles los agentes quimicos. fisicos y biolbgicos a:los-que eltamos
expuestos, ademés de los factores endocrinos y nutnclonales, cada uno da ellos tiene su‘
forma panicular de interactuar con el organismo y provocar daﬁos 0 efectos téxicos, por lo
que no podemos generauzar los mecamsmos de daflo teratogénico Io cual complica su

estudio
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3. ESTRATEGIAS Y METODOS PARA EVALUAR DANO DURANTE ElL
PROCESO REPRODUCTIVO

A partir de los episodios ocurridos con la talidomida y con la rubéola, se hizo
necesarlo desarrollar estrategias encaminadas a detectar el efecto que pudieran tener los
agentes fisicos, quimicos o biolégicos sobre el ciclo reproductivo y en particular sobre el
desarrollo embrionario y fetal.

Cuando se prueba el efecto de un agente quimico sobre ei proceso reproductivo,
en primer lugar se- deben buscar indicios de su posible comportamiento, ya sea por los
resultados obtenidos a partir de los estudios realizados con el mismo quimico en otros
sistemas de prueba, como los ensayos de genotoxicidad (Prueba de Ames,
Determinacién de Locus Especifico, Recesivos Letaies Ligados al Sexo, Aberraciones
Cromosémicas, Microndcleos, Intercambios entre Cromatidas Hermanas, Sintesis no
Programada de ADN, Dominantes Letales etc.), o blen realizar pruebas de tamizaje, como
lo podrian ser la administracion de la sustancia quimica a células de enibriones 0 a
organismos adultos’ de Drosophila (para identificar malformaciones en sus
descendientes), asi como a embnones de anfibios, de pollo o estudios m wtro La
eleccién de estas pruebas depende de. la. Informadbn que se quiera obtener, asi como de
las ventajas que: _pudiera aportar el vestudio. como lo podrlan ser la rapldaz y la
interpretacibn' de los mecanismos mas fécilmenfé 'etc Sin émbargo estas .pruebas
también tienen desventajas que deben ser consideradas como lo puede ser
pnnclpalmente entre otras la duferencua metabéllca que puede exlstir al comparar estos
en__sayos co_n,los _estudlos in qu en mam!feros.v

‘La‘s‘ pruebas mas recomendadas: ‘para realizar estudios sobre el desarrolio
embrionario son las realizadas in vivo con animales de experimentaclbn (princlpalmente
‘con ratay. ratbn) con las cuales se puede determinar el efecto de los agantes sobre todo.
el proceso reproductwo (incluyendo toxlcldad y teratogemcudad) Las ventajns de estos
estudios es Ia: interaccién del agente con el sistema metabélico de ‘todo el organlsmo
pudiendo en un momento dado establecer comportamlentos slmilares para el humano o
tratar de entender algunos mecanismos de accion del agente de prueba (W Ison y Clarke
1977, Scialli, 1992). ‘



3.1 Evaluacion de las alteraciones inducidas durante el desarrollo
embrionario y fetal in vivo

Es importante realizar estudios en animales de experimentacién, que muestren
evidencias del efecto de las sustancias quimicas a las que estamos o podemos estar
expuestos durante el periodo reproductivo, con el fin de obtener indicios del posible
comportamiento de dichos agentes durante los procesos del desarrollo embrionario y
fetal, asi como sus posibles efectos.

Varias organizaciones legisladoras internacionales como la EPA, la Administracién
de Alimentos y Farmacos (FDA), la OMS y el Ministerio de Agricultura Bosques y Pesca
(MAFF), han desarroliado y recomendado diversas protocolos para evaluar los efectos de
los agentes quimicos sobre el proceso reproductivo usando mamiferos como modelo de
prueba (FDA, 1966, ECETOC, 1983).

Para la realizacion de este tipo de estudios se recomienda el emplec de la rata o
del ratén come modelos experimentales, ya que en general estos son resistentes a las.
enfermedades, tienen un ciclo reproductivo corto, sus camadas son de buen numero y
tamaﬂo, presentan pocas malformacnones esponténeas, ocupan poco espacio, su
fisiologla esta bien caractenzada y tienen bastante éxito. reproductlvo (Baker o al 1980 -
ECETOC,1983; Harkness y Wagner‘, 1989).

Los primeros estudios de te'ratologia que se realizarbn con roedores fueron en
1922 por Bragg, en los cuales se probé el efecto- de Ias radlaciones sobre el desarrollo
embrionario. A este trabajo le continuaron muchos més como los reahzados por Job et al;.
(1935) y los de Warkany y Nelson (1940) en donde los roedores mostfaron ser un buen -
modelo experimental para eI estudio del desarrollo embnonano y fetal; -

Cuando se realizan estudios sobre el proceso reproductiny en general de
CUanuier estudio se debe controlar perfectamente el modeio expérimental en éste caso-
se debe observar dianamente el comportamlento de los animales, asl como llevar el

registro de su peso dlano (o de cada tercer dia) Los organismos deben tener una dieta -

regulada, nca en nutrientes y tener libre acceso a ella, ademés de- que los. animales_i_ :
deben contar con qu aproplada y ciclos de- luz/oscundad de preferencia de 12 I12 horas,
una buena ventilacién temperatura Yy humedad controladas (Baker ot al 1980“
ECETOC1983 EPA, 1988)..
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La administracion de los tratamientos puede ser por diferentes vias, aunque una
de las mas recomendadas es el uso de la aplicacion intraperitoneal (i.p.), ya que la
absorcion es muy rapida en la cavidad peritoneal (ECETOC,1983; EPA, 1988). Sin
embargo, cuando se quieren determinar los efectos directos sobre el embrion se
recomienda la administracion por via intravenosa o intracardiaca, o en su defecto la
inyeccion directa a saco vitelino, a la cavidad uterina o en cordéon umbilical. La
administracién subcutdnea es muy poco empleada ya que resulta ser la via mas lenta de
absorcién (Baker et al., 1980).

En los estudios de toxicologla reproductiva establecidos para detectar alteraciones
en la fertilidad, los organismos se deben de exponer durante todo el ciclo reproductivo al
agente, es decir los organismos son tratados desde por lo menos un ciclo
espermatogénico y en el Ultimo estado de la maduracion del ovocito antes de que los
animales de la generacion progenitora (Fo) sean apareados, aunque en algunos casos la
exposicidn de las hembras se puede continuar después del apareamiento y hasta el final
de Ialactancia (FDA, 1966; CSM, 1974),

Otros protocolos empleados en toxicologla reproductiva-  (estudios . de
teratogemcndad peri y posnatales), consusten en exponer alas hembras prefiadas a los
agentes sélo durante el penodo de organogénesns para posterlormente extraer las crla°
por cesarea un dfa antes del parto (estudlos pennatales), para Identnﬁcaralteracnones
externas e internas, estos.estudios por otra parte tamblén nos dan indicios sobre el
posible efecto de! agente como embrio y fetotoxico. En los estudios postnatales se
pueden hacer observaclones a largo plazo con las crias obtenidas de madres tratadas
(ECETOC, 1983). Wlson y Clarke enel Handbook of Teratology (1977) sugleren que los
tratamientos para identificar Ia induccion de malformacnones sean divididas en tres;
aplicaciones’ alo largo del periodo de gestacion, saendo la pnmera entre los dias 9 al 11, |
la 'segunda entre 12 al 14 y la tercera del 15 a'l 17 dlas de gestamén ) bien una sola
aplicacién en cualqulera de esos tres mtervalos Los fetos extraldos tamblén pueden ser -
empleados | para reallzar estudios de alteraciones esquelétlcas e histolégicas (Baker ot
al., 1980; ECETOC,1983).



3.2 Evaluacion de embriotoxicidad, fetotoxicidad in vivo

Para realizar este tipo de evaluaciones se siguen los lineamientos anteriormente
descritos, salvo que en estos estudios la administracion del agente debe ser por via
intravenosa o intraperitoneal, ya que la sustancia quimica se absorbe mas rapidamente,
lo cual permite una mejor interpretacion de los resultados, aunque estos no reflejan las
rutas a las que normalmente estamos expuestos los humanos (Baker et al., 1980).

La evaluacion del efecto embrio y fetotéxico normalmente se realiza a la par de las
otras evaluaciones de las alteraciones en el desarrcllo y se indica principalmente por
disminucion del peso corporal y de la talla de las crias que son extraldas por cesdrea o
durante el nacimiento, asf como por la muerte embrionaria temprana (reabsorciones) y la
muerte fetal (Taylor, 1986; Baker et al., 1980; Hood, 1989). La toxicidad embrionaria vy
fetal también puede ser indicada por la induccion de determinadas malformaciones en las
crias a las cuales se les ha asociado con embrio y fetotoxicidad, segun las observaciones

realizadas por varios autores (Khera, 1985).

4. DESCRIPCION DE ALGUNAS MALFORMAGIONES

Se ha estimado que cerca del 70% de las malformaciones en humano son de
etiologia desconocida, ademas de que ocurren: esporadicamente (Shepard, 1984).
Recientemente se ha incrementado |a induccién de malformaciones en las poblaciones
humanas, esto debido al aumento en el consumo de sustén‘ciés'quimicas durante la
gestacion (Albert, 1988; ECETOC, 1983; EPA, 1988). |

‘Numerosos trabajos han mostrado - que la induccién de las difererites
malformaclones se presenta solamente cuando se exponen alos agentes solo durante
determinadas etapas del desarrollo asi por e]emplo en general Ia exposicién temprana
del periodo organogénlco a agentes qu!micos afecta princlpalmente al sistema nerwoso
visual y auditivo, mientras que fa exposmlén tardia mduce alteraciones preferiblemente a
el sistema oral, esquelético y urogenital (Figura 3) (Kreyblg. 1969 Beaudoin 1980 Baker

ot al,,1980).
4.1 Milformét:idnes externas (macrcScépicas) :

La teratologia 0 eI estudio de las malformaciones congénltas. mvolucra suv

estudio, mamfestaclones incidencias y. Ios posmles mecanlsmos
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Figura 3.- Representacion hipotética de la induccion de malformaciones
en la administracion de un agente durante los diferentes
estados del desarrolio (Baker et al., 1980).

Se ha definido a las malformaciones externas o macroscoplcas como un cambio
enla morfologla o fisionomia de los organismos los cuales pueden ser observables a
simple vista, Dentro de las anomallas. aquellas que presentan un efecto adverso sobre la
funcién o adaptabilidad social del individuo son consideradas como mayores, ‘mientras
aquellas que pueden ser corregidas o pasan desapercibidas en Ia poblacién son
consideradas como malformac:ones menores Aunque las anomalias congénltas incluyen
sélo a Ias alteraciones macroscépicas en muchos casos se pueden presentar
alteracnones microscépncas o alteraciones como errores mnatos del metabohsmo retraso
mental y alteraclones moteculares y ce!ulares (O Rahllly y Muller. 1992)

Aunque las frecuenclas de las alteraciones tanto mayores como menores varla, en
la mayoria de los casos las-alteraciones espontaneas que més se han descrito a nivel
mundial son. : | |
A) Slstema Nervioso Central (SNC), este sistema es muy sensible ala Inducc:én de
alteraciones durante el desarrollo las alteraclones que se mducen sobre el SNC también
pueden afectar otros slstemas como por ejemplo el esquelético A pamr de una revislon
_.realizada de trabajos que reportaban alteraciones en el tubo neura! en humanos y
animales, se propuso como etlologla de éstas a la predlsposiclon genétlca la lnduccién{



por determinadas enfermedades maternas y la exposicion a drogas (Campbell et al.,
1986). Algunos ejemplos de estas son:

a) Excencefalia, es una anomalia del desarrollo caracterizada por un craneo imperfecto,
en donde las membranas y sustancia cerebral se encuentra fuera de él. La ausencia de
craneo puede ser parcial o completa.

b) Anencefalia, ausencia congénita de la bdéveda craneal y atrofia de los hemisferios
cerebrales que se presentan en forma de pequefias masas nerviosas rudimentarias
adheridas a fa base.

c) Hidrocefalia, malformacién caracterizada por dilatacién de los ventriculos, que suele
ser secundaria a la obstruccidn de la via del liquido cefalorraquideo y que se acompaiia
de la acumulacion de este dentro del craneo. Se caracteriza por un crecimiento de la
cabezay prominencia de Ia frente.

d) Microcefalia, craneo reducido que suele acompafiarse de retardo mental.

e) Espina bifida, anomalia del desarrollo que se caracteriza por cierre defectuoso de la
proteccion ésea de la médula espinal, de la cual pueden hacer protrusién la médula
espinal y las meninges,

f) Dolicocefalia, esta malformacién se caracteriza por presentarse la cabeza alargada en
forma de baldén de futbol amencano. a esta malformacién se hace referencla cuando el
didmetro del craneo rebasa las medidas ajustadas al patrén normal tamblén conocnda
como braquiocefalia (Khera, 1984; Taylor, 1986; Dorland, 1988; Juriloff.y Harris, 1988;
Macdonald et al., 1989).

B) Sistema oral, dentro de estas malformaciones las mas reportada's son:

a) Labio leporino y Paladar hendido, el paladar hendido se caracteruza por tener una

fisura congénita en la linea media el cual puede variar entre un simple surco en Ia évula

hasta una hendidura que abarca la ovula y el paladar duro; este ultimo surco puede

extenderse hacia delante por un lado a por ambos: lados (nunca en la llnea media) a
través del reborde alveolar, en ratén la mayona de Ias veces se encuentra asociado-con

labio leporino (Juriloff et al., 1989; Banmgan et al., 1990; Stricker et aI 1990 Jurlloff y
Harris,1988).

C) Sistema locomotor, dentro de este tipo de malformaciones se han reportado:
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a) Polidactilia, anomalla del desarrollo caracterizada por la presencia de dedos
supernumerarios en las extremidades anteriores o posteriores.

b) Sindactilia, anomalia congénita mas frecuente en las extremidades, caracterizada por
persistencia de membranas entre los dos dedos adyacentes (Khera, 1984; Taylor, 1986;
Dorland, 1988; Szabo, 1989).

4.2 Malformaciones internas (esqueléticas)

El inicio del desarrollo normal esquelético durante el periodo de organogénesis
varia para las diferentes partes del cuerpo, por ejemplo el desarrollo de las vértebras en
ratdn se da entre los dias 15 al 18, las extremidades se desarrollan durante el dia 14, las
costiltas del dia 14 al 15 y el esternon entre el dia 16 al 18 de gestacion por lo cual es
importante tener en cuenta el dla de administracion del agente, asi como las
malformaciones observadas para poder correlacionarlos (Taylor, 1986).

Diversos trabajos han mostrado el efecto de algunos agentes quimicos sobre la
osificacién prenatal e induccion de malformaciones (Muther, 1988 Beck, 1989; Campbell
y Kaplan, 1992). Algunas de las alteraciones esqueléu_cas_ |nduc(das por diferentes
agentes en los organismos pueden pasar desapercibidas por | trat‘a'rse de malformaciones
internas que en muchas ocasiones no alteran considerablemente la adaptabﬁlidad
flswlégica del organismo a su medio, salvo en el caso de tratarse de malformacnones muy
evidentes. Las anomallas del sistema esquelétlco |nvolucran ‘cambios en el tipo y modo.
de osifi cacion. Dentro de fas principales aiteraciones esque|ét|cas lnducidas por-agentes:
quimicos se encuentran las descritas en.

A) Costlllas, en donde una o varias costlllas se pueden presentar bifi das, fusionadas
asnmétrlcas 0 supernumerarias

B) Esterndn este tipo de maIformaciones consisten el alteraciones de una o mas.
esternebras las cuales se pueden presentar asimétricas fusionadas 0 ausentes

) Columna, dentro de las malformacmnes més comunmente reportadas son cuando las-
vértebras se presentan asimétricas fusionadas o blen la columna se encuentra desviadav .
hacla la derecha o |zqmerda

D) Otras, dentro de estas se pueden considerar a la falta de osificacion en-general, o”
aIteracmnes en algun hueso en formacion de todo el snstema esquelético

(Khera, 1984, Taylor, 1986, Dorland,’ 1988 Nakatsuka 1988 Stncker ot al; ,1990; Szabo s

1989).



En la tabla 4 se muestra el tipo y frecuencia de las malformaciones espontaneas
mas comunes que se presentan en el raton para la cepa CD-1 (Perraud, 1976; Fritz et al.,
1978 y Palmer, 1979), lo cual explica la baja induccién de malformaciones reportadas en

algunos trabajos de los cuales hace referencla Khera en sus recopilaciones (Khera, 1984;
1985).

Tabla 4.- Frecuencia de malformaciones esponténeas reportadas por
diferentes autores para la cepa CD-1 de ratén.

T

: Unicamente esternon fusionado :Unicamente cervicales  : Con vehiculo (H:0).

5. CLOROFILINA.

Diversos estudios han podido establecer una clara correlacion entre la exposicion
a agentes quimicos y el incremento en el riesgo de desarrollar clertos: tlpos de cancer
(Gentlle y Gentile, 1991), por otra parte se ha descrito que algunos componentes de los

alimentos y en particular de los vegetales verdes pueden disminuir este’ riesgo (Morita et
al., 1978).



Los extractos obtenidos a partir de las plantas han mostrado contener varias
sustancias que resultaron tener potencial antimutdgeno, dentro de las cuales se
encuentran los beta carotenos, el alfa-tocoferol, el acido ascorbico y el selenio entre otros
(Sakai et al., 1991). Dentro de los compuestos descritos la clorofila y una de sus sales
derivadas (sal de sodio y cobre de la clorofila), conocida como clorofilina (CLF), fueron
identificados como compuestos con mas actividad antimutagénica que los otros (Gentile y
Gentile, 1991).

La clorofila al ser un componente muy abundante en las plantas verdes y poseer
una gran similitud con la hemoporfirina, le permitié ser empleada en estudios
terapéuticos, sin embargo, dado que era poco estable, que no se le podian eliminar
varias impurezas y no era muy soluble en el agua, en la mayoria de los estudios se ha
préferido probar a sus derivados mas estables como lo son sus sales (Clorofilinas)
obteniendo buenos resultados (Kephart, 1955; Kurk, 1962; Newmark, 1987),

5.1 Propiedades fisico-quimicas

De todas las sales de la clorofila la mas empleada terapéuticamente y en la
investigacién biolégica es la CLF (sal de sodio y cobre de la clorofila), cuyé estructura
quimica esta conformada por un anillo tetrapirrélico que contiene puente's‘dObles
conjugados con un metal al centro (en este caso cobre). ‘La CLF se obtlene por el
método de Schertz y Toepher, mediante la hidrélisis alcalina de la clorofila en la cual se
sustituyen los grupos metil y fitil por sodio- (Kurk; 1962; Newmark, 1987), la formula
quimica de la CLF es C34H3,Na4Cu05 (Figura 4).

La CLF es una sustancla microcristalina verde-azul oscura que produce el efecto
Tyndall en solucién acuosa, tiene una caracterlstlca banda de adsorclén entre 630 a 688
nm, es muy soluble en agua y alcohol (Kephan 1955, Oster et aI 1964) La molécula de -
CLF posee un alto grado de resonancia y: deslocahzamén de electrones lo cual suglere-
que puede ser un capturador de radlcales Ilbres (Slmlc, 1988).

La CLF posee gran estabil\ndad, poca o nqla toxicidad, es de facil manejo y una:
gran efectividad antimutagena, anticancerigena y radfo’prbtectora’ (Kephart, 1955‘ Oster -
et al, 1964 Ong et al 1986; Wu et al., 1994; Morales- Ramirez yGarcIa-Rodriguez. 1994
Morales-RamIrez y Mendiola Cruz, 1995)
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Figura 4.- Estructura quimica de la molécula
de clorofilina (CLF).

5.2 Usos.

Los principales usos humanos qhe_s_e le han dado a laCLFesen:
A) los alimentos, como colorante de-dulces, chicles, sopas, galatinas etc. adémas de
que en tiendas naturistas se vende como complemento alimentk;ld (vitaminico).
B) los cosméticos, como colorante y agehte_ desodorizante en perfumes, lociones,
jabones, pastas dentales y desodorantes; -
C) traumlentos tarapéutlcos, se le ha empleado en pomadas ‘para ayudar ala
cicatrlzaclén, en tratamientos contra la anemia como protector. solar y como Iaxante en
paclentes geriétricos (Buttita. 1946 Zubnn 1946 Kephan 1955 Kurk, 1962, Oda et al.,
1971; Krasmkova, 1974‘ Nakeeb y Yousef 1974 Young y Beregi, 1980 Tawashi et al,
1982)

5.3 Antecedentes

Los primeros estudios realizados: con CLF fueron encaminados hacia - el
tratamiento de anemnas partlendo de Ia semejanza estructural dela CLF con el pigmento
de- la sangre (hemoporﬂnna) por lo cual el organlsmo tal vez, pudiera utllizar estas‘
sustanclas plrréllcas preformadas para - Ia produccién 'de: hemoglobina. Durante los
primeros estudlos se observo que la adminlstramén de la CLF a conejos por ‘via oral
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aceleraba la regeneracion de células sanguineas y elevaba los niveles de hemoglobina,
posteriormente se emprendieron estudios para determinar si la CLF podia ser
administrada en el tratamiento de la hipertension, encontrando que la regulaba, por lo
cual también la relacionaron con el tratamiento de la arteriosclerosis (Kephart, 1955).
Otros estudios mostraron que la CLF aceleraba la coagulacion de la sangre, por
lo cual se administré en pacientes con el sindrome hemorragico (Buttita, 1946). Smith y
Sano en 1944 observaron que al administrar CLF a un medio de cultivo de fibroblastos
embridnicos se eliminaba el periodo de latencia y habla un crecimiento inmediato, el cual
persistia hasta 48 horas. Krasnikova (1974), encontré también que la CLF inducia la
actividad mitética pero en heridas de la piel de ratones, al observar un incremento en la
division celular del epitelio de |a herida (por lo cual se aceleraba la cicatrizacién), También
se ha administrado a la CLF como medicamento fotosensibilizador y fotoprotector (Zubirl,

1946).
Nakeeb y Yousef (1974), encontraron que la CLF interferia en el desarrolio de

algunos microorganismos como ciertos hongos, con lo cual la CLF mostré tener actividad
bacterioestatica. En otros estudios realizados se observé que la adminlstracion de Ia
clorofila a pacientes con pancreatitis, controlaba y disminufa sus efectos, planteando que
tal vez esto se debia a la inhibicion de Ia tripsina (Oda et al, 1971). En un trabajo
realizado por Tawashi et al. (1982), se encontré que la CLF inducia la cristalizacion del
oxalato de calcio en orina normal. Por otra parte a la CLF: se le ha a{ribuido‘ accion
protectora contra Ia paromdaclén lipidica de microsomas y mltocondrlas. alas cuales se
les ha relacionado con el envejeclmlento la arterioscleroms y el daﬁo hepatlco entre otros
(Sato et al., 1984).

Dadas sus propiedades como desodorante y laxante, Young y Beregi (1980), la

administraron a pacientes geriatricos con éxito.

5.4 Toxicidad.

En la' mayorla de los trabajos mencionados ‘anteriormente no se detectaron_‘ :
efectos tbxucos mduc1dos por Ia CLF. En estudios reallzados para determinar su pos1bla
efecto toxico, se- encontré que la adminlstracién de CLF por via oral, mtrapentoneal
intravenosa, intramuscular y subcutanea durante varios dias a conejos (1 a 2 gramos), a
perros (100 mg)ya humanos (100 a 800 mg) ho producla efectos toxicos - colaterales
(Kephart, 1955).

21



Harrison et al. (1954), administraron CLF en la dieta de ratas a lo largo de su vida
(equivalente al 3% de su consumo diario) y no encontraron signos de toxicidad, ademas
de que las tasas de crecimiento, supervivencia y fertilidad, no se vieron afectadas. Al
realizarles la necropsia a estos animales no se detectaron cambios patoldgicos, ni se
encontraron efectos toxicos causados por el cobre de la molécula de CLF en el higado, el
rifidn y el bazo.

En los tratamientos terapéuticos que se han administrado CLF a humanos, no se
han producido efectos toxicos secundarios, ni se han desencadenado reacciones
antigénicas, como ha sido el caso de la administracion de CLF a pacientes geriatricos
(100 mg 2 o 3 veces al dia), a pacientes con pancreatitis (0.35 mg), a pacientes
hipertensos (0.8 a 1.5 g), a pacientes anémicos (700 mg) y a pacientes cancerosos (100
mg) (Oda ef al., 1971; Young y Beregi, 1980).

Otros estudios han mostrado que al- administrar diferentes dosis de CLF en
diversos sistemas de prueba no presentan efectos cutotéxucos como s el caso de
Salmonella thyphimurium (Lai, 1979; Kimm et al., 1982 Ong et al 19861989 Warner et

., 1991), en levaduras (Bronzetti et a/,1990), en Drosophlla (Negism et al ,1989),
células hepéticas de trucha arco iris (Dashwood et al., 1991), en Iineas celulares de raton
(Ong et al. 1994), en rata (Robins y Nelson, 1989) en: células V79 (Katoh ot al. 1983) '
en células de médhla dseade ratén in vivo (Morales-Ramfrez y Garcla- Rodriguez, 1994),
yen espermatogomas de ratén (Mendiola Cruz, 1995).

5.5 La clorofila y sus sales como agentes antimutagenos, anttcancerigenos G
y radloprotoctores k=

A partir de estudlos epidemiologicos. en los cuales se mostraba, que los
vegetarianos tenfan un menor nesgo de presentar céncer (Phillips, 1975), se penso que

fos constituyentes de su dieta contenian sustancias anticancerigenas Por lo cual prlmero_. -

se probaron dlferentes compuestos de los vegetales con dwersos mutégenos (dentro de"f,
los cuaies se encontraban el triptofan pirrolisato, el benzo[a]pireno y los epoxidos .
policfclicos aroméhcos) en Salmonella Y. en Bacillus subtilis, encontrando en’ todos los
casos que Ios compuestos de los vegetales presentaban actividad antlmutégena (Kada et
al 1978 1985 Monta et al 1978 Kada et al., 1984, Terwel 'y Van der Hoeven 1985
Wood ef al., 1982),
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Lai (1979), encontré que la clorofila contenida en los brotes de trigo inhibfa la
activacion metabdlica de carcindgenos en Salmonella. En otras pruebas utilizando el
sistema de Ames, se han probado la actividad antimutagena de diferentes extractos de
plantas contra compuestos como el 3-metilclorantreno y el benzo[a]pireno, en donde se
ha observado que la presencia de la clorofila en estos extractos de vegetales era la que
les conferia principalmente sus propiedades antimutagenas, ademds de que este
potencial antimutdgeno aumentaba conforme a la concentracién de clorofila en la planta
de la cual se realizaba el extracto. En estos mismos estudios uno de los derivados de la
clorofila (la sal de sodio y cobre CLF) presentd una actividad inhibitoria de mutagenicidad
comparable con la de Ia clorofila e incluso superior (Lai et al., 1980; Matney, 1986).

En los estudios realizados por Cabrera (1991) y Papatwibul (1993), se describe
actividad antimutagena de la CLF para una gran gamma de mutagenaos (excepto para los
pesticidas), ademas de que al comparar dicha actividad con otras sustancias
anteriormente reportadas como antimutagenas (beta-carotenos y vitaminas A, C y D),
esta fue mayor para la CLF en Salmonellay Tradescantia.

La inhibicion de la activacion mutagenica de agentes como el 3-metilclorantreno
v la del benzo {a) pireno, por CLF presenta una relacién dosis-déberidiehte‘ y en general
para la mayoria de los mutégenos (Lai et al., 1980; Terwel y Van der Hoeven, 1985;
Atimoto et al,, 1980a; 1980b; Hayatsu et al, 1988) |

Ong et al, (1986) y Feng et al. (1989), realizaron una serie de experimento‘s_en,los :
cuales observaron que la CLF inhibia hasta el 100% de ia‘mutag:‘ehlc.idad de rhutééenos~ .

ambientales y mezclas complejas como Ias presentes en cames fntas jugos ro;os vinos

rojos, humo de cigarro, pamculas de a|re y emlsiones de partlculas de diesel, ‘ademds dev :
que la CLF no presento toxicsdad en Salmonella

La actlwdad antlmutégena de la CLF se ha seguldo probando con éxno en otros
sistemas como en: levaduras (Roblns 1986 Bronzetti ot al 1988), E coli . (Clarke y.
Shankel 1989), Drosophila (Negishi et al 1989 Rodrlguez-ArnaIz yZlmmenng, 1989) 'z
Tradescantia (Cabrera, 1991; Papatwmul 1993)

Recientemente Dashwood et al (1991) en-un estudlo que realizaron con ratast
observaron actwldad quimiopreventWa de la CLF ellos. proponen que esta activldad es -
dada por Ia mhsblcuén de enlaces de los carcmégenos conel ADN en sus. resultadcc
muestran una inhibicién de daﬁo hasta en un 70%. Otros estudios han probado que la-:~~



CLF impide la formacién de enlaces covalentes de los agentes mutagenos con el ADN,
ademas de que se ha observado un aumento en la eliminacion de los mutagenos por
orina y por bilis, cuando se administra CLF, asi como una disminucion en la absorcion de
los mutagenos en intestino (Dashwood, 1992). Estos hechos sugirieren que la CLF puede
actuar como desmutageno e interceptor de moléculas in vivo (Dashwood y Liew, 1992).
En otros estudios Arimoto et al. (1992), reportan que el cromdforo de la CLF es la parte
encargada de atrapar dichos mutdgenos.

Por otra parte también se ha descrito que la CLF es capaz de inhibir el efecto
mutagénico causado por metales pesados en células somaticas de D. melanogaster
(Olvera et al., 1993) y en raton (Sarkar et al., 1993; Palit et al,, 1993).

Otra de las propiedades de la CLF es su capacidad de proteger a las células del
efecto de la radiaclon (efecto radioprotector), ya cue se ha encontrado que la CLF es
capaz de proteger de algunos efectos inducidos por radiacién gamma como o sen
algunas mutaciones y recombinaclong;s en'D. melanogaster (Zimrﬁe'riﬁg et al,, 1990), asf
como de la induccién de Intercam'bi'os ‘entre Cromatidas ‘Her‘ma‘nas y ‘d‘e‘ ”Ios efectos - .
sobre el indice mitético en células de médula ésea de ratén (Morales-Ramlkez y Garcla-, -
Rodriguez, 1994) y en células de espermatogoniaé de ratén (Morales Rarhiréz y
Mendiola-Cruz, 1995) Estos estudios sugieren que el posnble mecamsmo de proteccién
de la CLF hacia estos. daﬁos inducidos por radiaclén es por medio: de Ia captura de
radicales libres, En un trabajo recnente realnzado por Morales Ramirez et al (1995)
cuestionan al mecamsmo de captura de radncales libres como el encargado de confenrle
radioproteccién a la CLF y plantean, que dicha. proteccmn se: debe a otro mecamsmo
diferente a éste, ya. que ellos no observaron respuesta radIOprotectora de la CLF
respecto ala inducclén de Micronucleos en eritrocntos policrométicos por radlaclén‘ :
gamma. |

5.6 Mecanismos de proteccion de la clofofila y sus'sales -

Como se han. descnto anteriormente emsten vanos trabajos en los cuales se han
estudiado Ios efectos de Ia CLF al ser administrada 1unto oen combinacién con. agentes -
mutégenos Y. cancerigenos con lo cual de alguna forma se han obtenldo evidencias de:
los mecamsmos de protecclén de la CLF. A partir de Ias dlferentes observaciones se ha
_planteado que la CLF puede proteger por medio de. diferentes mecanismos los cuales. -
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dependen del agente con el cual se administre, del sistema de prueba que se emplee,
de las dosis y la via de administracion tanto del agente como de la CLF y de la condicion
del estudio in vivo o in vitro.

Kimm et al. (1982) y Terwell y Van der Hoeven (1985), encontraron que la CLF
protege mas de mutagenos de accién indirecta que de los de accidn directa, por lo que
sugirieron que su proteccion es interfiriendo con la funcién de las enzimas del sistema de
activacion metabdlica, aunque no descartan la posibilidad de que la CLF inactive
directamente al compuesto.

Sato et al, (1984), observaron que cuando se administraba la CLF a ratas se
inhibia el deterioro de las funciones microsémicas hepaticas. Imai et al. (1986), también
encontraron que la CLF disminufa e inhibia la actividad de las enzimas microsomicas
hepaticas que forman parte del sistema de metabolismo de drogas o genotoxinas, por lo
que con estos trabajos se apoyan los mecanismos propuestos por Kimm et al, (1982) y
por Terwell y Van der Hoeven (1985).

Otro de los mecanismos bl:nteados de proteccién de la CLF es por medio de la
captura de radicales libres responsables del efecto genotéxico (Kimm et al 1982 Ong et
al., 1986; 1989; RoblnsyNelson. 1989; Bronzem ot al 1990, Morales-RamlrezyGarcia-
Rodriguez, 1994). En los trabajos reallzados por Hadnagy y Seemayer (1988) $6
obtuvieron evidencias directas de que Ia CLF lnactuva radtcales libres (entre ellos el
oxigeno), de los cuales ya se ha _dascnto su papel como posubles promotores de cancer
Induclendo rupturas del ADN (Troll y Welsner, 1985),

Por otra parte sé‘ha encontrado que la CLF es capaz de interactuar directamente
con el mutdgeno y. formar complejos (Negishi et al 1989 Dashwood et ‘al.,1991;
Dashwood, 1992). En estudios realizados con espectrofotometrla se observé que la CLF
forma compuestos moleculares no covalentes con aminas heterocfcllcas estos resultados
sugleren que la CLF opera como Interceptor de moléculas, Iimltando la blohabzlldad de
carcmégenos y mutégenos para causar. daﬁo (Dashwood y Guo, 1992 Dashwood y Luew,‘,
1992 Dashwood y Guo, 1993)

De los resultados obtenidos por Dashwood ¥y Llew en 1992 se le conf ere ala CLF
la capacldad de actuar como desmutégeno ya que ellos observaron que cuando se
admunlstraba la CLF. por. vla oral se aumentaba la excrecién del mutégeno en onna y
heces. es demr ayudaba la ellmlnacién del mutégeno



En los estudios realizados por Arimoto et al. (1993), en los cuales trabajaron con
CLF altamente purificada y tres derivados de la CLF (el clorin-cobre, clorin-hierro y
clorin), encontraron que la CLF inhibia la actividad mutagenica de estructuras policiclicas
planas, por lo que sugieren que el mecanismo es por medio de la formacion de complejos
en la superficie de las moléculas, ellos también observaron que el metal del centro de Iz
CLF no juega ningln papel en la absorcién del mutageno.



lil. JUSTIFICACION

El estudio de diferentes sustancias para poder establecer su posible efecto
mutageno, carcindgeno o teratégeno es muy amplio debido al constante contacto al que
estamos expuestos y también al incremento en la incidencia de cancer, de enfermedades
hereditarias y de malformaciones en el recién nacido que se han dado en los ultimos
aftos.

Por esta razon recientemente se ha dado un auge hacia la blusqueda de
sustancias que contrarresten dichos efectos, asi como el tratar de interpretar los
mecanismos tanto de induccidn de daflo como de la proteccidn de dafio (hasta el
momento principalmente mutagénicos y cancerigenos). Una de ias fuentes principales en
las que se ha buscado es en los productos naturales de la dieta humana por su baja
toxicidad, de donde la clorofila ha resultado ser de las sustancias con mayor botencial
antimutageno y anticancerigeno.

De igual forma la CLF (una sal de sodio y cobre derwada de la cloroﬁla y més
estable que ésta) ha mostrado en diferentes estudlos un gran actiwdad antimutagena.
antlcancerlgena y radloprotectora mcluso mayor que la dela clorofila La CLF no esun
compuesto activo en las plantas verdes, sin embargo se le utihza en la elaboraclén de
productos quimicos industrializados (colorantes de alimentos y otros productos como
desodorantes. jabones cosméticos, etc) y ‘'se ha empleado como agente terapéutico en
el tratamiento de anemuas y culdado de pacientes geriétricos mcluso se le ha vendido'
como componente de duferentes pomadas para ayudar ala clcatnzaaén de hendas yen
las tiendas natunstas como complemento vnamimco Por otra parte debudo .a sus
propledades antumutégenas y anticancerigenas ala CLF se le coloca como una de las-
principales sustancias para su posible empleo agente terapéutico en el tratamiento del
cancer ('anticam:erilgéndj)' en el humano.

A~pesar 'de" que ala CLF se le emplea cominmente en la actualidad no ‘existen
reportes sobre sus efectos al ser: admimstrada durante el embarazo, ni exlsten trabajos
que den indicios de su posible comportamiento en hembras: gestantes. tanto. en los -
'productos como en las madres. Debido alo anterior y sabiendo que la CLF es un potente*
.antimutégeno, antlcancer(geno 'y radioprotector, ademas de poseer ‘una toxlcidad, '



practicamente nula, en el presente trabajo se decidio estudiar el efecto de la CLF al ser
administrada durante la gestacion a hembras de ratén in vivo, con el objeto de establecer
un posible uso de esta sustancia como antimutadgeno o antiteratdgeno al ser aplicado
durante el desarrollo embrionario y fetal.

IV. HIPOTESIS

Dentro de los inductores de dario sobre el desarrollo embrionario y fetal se han
descrito ampliamente diversos agentes mutagenos y cancerigenos incluyendo a la
toxicidad materna, a la cual se le ha asociado con algunas de las alteraciones en el recién
nacido. Por lo tanto, partiendo de lo anteriormente sefialado y dado que en diversos
estudios realizados en diferentes sistemas de prueba, la CLF no ha mostrado tener
efectos genotoxicos, ni carcinogénicos (sino por el contrario se le ha encontrado actiwdad
antimutagena, anticarcindgena y radioprotectora), ademdas de que no ha mostrado tener
efectos téxicos ni citotéxscos entonces al ser administrada la CLF por via i.p. a hembras
prefiadas no inducira alteraciones sobre el desarrollo embrionano y fetal.

V. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Estudlar el efecto de la CLF sobre el desarrolio- embrionario y fetal del ratén ‘
mediante el andlisis de la posible induccién de: malformaciones y . alteraciones externas,
e internas, asi como establecer el efecto embriotoxico y retraso en el desarrollo.’

2, OBJETIVOS PARTICULARES

1. Analizar el efecto de diferentes dosis: de CLF al ser administrada en el dia 8 de
gestacién por via i.p. sobre el desarrollo embnonario (embriotoxicudad retraso enel
desarrollo, etc.),
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2. Establecer los efectos de la CLF al ser administrada a hembras prefiadas en el dia 8
de gestacion por via i.p., sobre la posible induccion de malformaciones y aiteraciones
externas en los fetos obtenidos por cesarea en el dia 18 de gestacion.

3. Establecer sila CLF al ser administrada a hembras prefiadas en el dla 8 de gestacién
por via i.p., presenta efectos sobre la osificacion, por medio de la evaluacién de

malformaciones y alteraciones esqueléticas en las crias.



VI. MATERIALES Y METODOS
1. ANIMALES

Se emplearon ratones hembras virgenes sexualmente maduras de la cepa CD-1,
entre 45 y 60 dlas de edad (28 a 35g de peso), las cuales fueron obtenldas del bioterio de
la FES-Zaragoza, UNAM. Los ratones se alimentaron con comprimidos purina y agua ad
libitum y se mantuvieron bajo condiciones ambientales de temperatura y circulacion de
aire, asl como perfodos de luz-oscuridad controlados (12-12 horas). Las hembras se
pusieron a cruzar 21, durante fa noche (20:00 a 8:00 horas), con machos sexualmente
maduros de la misma edad y cepa. Se consideré la presencia de tapdn espermatico
como evidencia de copula y como dia cero de prefiez.

2. ESTUDIOS PRELIMINARES

Diez hembras prefiadas se dividieron en dos grupos (cinco hembras por grupo).
Al primer grupo (testigo sin vehiculo) se le permitié el desarrollo de sus camadas hasta e!
dia 18 de gestacidn sin administrarles ninguna sustancia, mientras que al segundo grupo
(testigo con vehiculo) se le administré 0.25 ml- de agua destilada (vehiculo de‘y la
administracion de la CLF en los protocolos del estudio), en el dia 8 de gestaéién. Ambos
grupos fueron sacrificados en el dia 18 de gestacion (Figura 5).

1) Grupo testigo sin-vehiculo,
Sacrificlo -
0 8 18
Dias de
gestacidn -
2) Grupo testigo con vehiculo,
Sacrificlo
18
f : Dias de
- gestaclon
Agua destilada
{0.25ml)

Figura 5.- Protocolo empleado para determinar el efecto del vehiculo
 (agua destilada) sobre el desarrollo embrionario y fetal,
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En ambos grupos se realizaron las mismas evaluaciones consideradas para el
estudio con CLF, por lo que a partir de estos resultados se selecciond el testigo a

emplear.

3. ESTUDIOS DE TERATOGENICIDAD EN EL RATON

Para el desarrollo del estudio se siguieron los lineamientos propuestos por la
ECETOC (1983) y por la EPA (1988).

4. ADMINISTRACION DE LA DOSIS

A grupos de 20 hembras prefiadas se les inyectd en el dia 8 de gestacion, por via
i.p. una sola dosis de CLF (Sigma Chemicals Co. St. Louis Mo., USA.) 100, 50, 40 6 20
mg/kg de peso corporal, diluida en 0.25 ml de agua destilada, inicidndose el estudio con
la dosis de 100 mg/kg ya que en reportes previos se habia descrito qué'ésta no
presentaba efectos toxicos, citotoxicos, ni genotoxicos aparentes al ser administrada a
ratones (Morales-Ramirez y Garcla-Rodriguez, 1994; Morales-Ramirez y Mendiola-Cruz,
1995) y a Hamster chino'(Renner, 1990). Los grupos testigo se mantuvieron bajo las
mismas condiciones pero sin admlnistrar"la‘CLF‘(jFiguifai,G).

1) Grupo testigo
1Gnp e Sacrificlo

4
L

Dfas de
gestacién

2) Grupo tratado (CLF)
Sacrificio

|

0 8 18

Dias de
gestacion

e ’cLFl'
(20,40, 50 6 100 mg/kg)

Figura 6.- Protocolo empleado para el estudio sobre el :dg:érmllo
embrionario y fetal con el tratamiento de clorofilina.
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5. ANALISIS DE RESULTADOS

Las hembras prefadas tratadas y no tratadas fueron sacrificadas el dia 18 de
gestacion por dislocacion cervical, el Utero se abrid y se expuso para contar el nimero de
implantes, reabsorciones, fetos vivos y muertos, Los fetos fueron removidos del Utero y
se pesaron, posteriormente se sexaron y bajo un microscopio de diseccién se examinaron
para identificar el tipo y frecuencia de las malformaciones externas. Dos tercios de los
fetos de cada camada fueron fijados en etanol al 70%, para identificar malformaciones
esqueléticas bajo un microscopio estereoscépico y el otro tercio de los fetos se fijo en
solucién de Bouin, para realizarles estudios histopatolégicos posteriores (Figura 7).

g UZA DE EMBRAS
(TAPON ESPERMATICO = DA 0)

REGISTRO DE PESO
CADA TERCER DIA

CLORIFILINA VIA LP.
AL 8° DA DE PRE! EZ

SACRIFICOY ExrmcclgN )
DE FETOS 0lA 18 DE PREREZ

. 4

FIJACION DE 273
ALCOHDL AL 70
DIO:
ol

EN -

ALTO% .
- PARA ES S
ESQUELETICOS

FlJAcloN DE 11 EN
PARA ESTUD!
HlsTOPAToL Icos

Figura 7.- Metodologla de tratamiento, obtencién de
crias y preparacion de Ias mismas para su anéllsis. .



6. DETERMINACION DE LOS SITIOS DE IMPLANTE

Los sitios de implante fueron determinados como la suma de los fetos vivos, de los
muertos y las reabsorciones. En todos los casos Unicamente se tomaron en cuenta las
hembras que presentaron tapén espermatico y aumento del peso del dia 0 al dia 8 de
gestacion.

Como en las hembras tratadas con CLF se encontrd la presencia de anillos verdes
en los sitios de posible implantacién, para determinar si estos anillos coincidian con
dichos sitios de implante se realizaron los protocolos que se muestran en las figuras 8 y 9,
empleandose dos grupos experimentales en cada protocolo (hembras prefiadas y
hembras sin prefiar). En la realizacion del protocolo 1 (Figura 8), se emplearon 4 hembras
por grupo y en la realizacién del protocolo 2 (Figura 9) se emplearon 16 hembras por
grupo, las cuales fueron divididas en 4 hembras por subgrupo.

GRUPO 1 (Hembras sin prefiar)

Sacrificlo
1 10
' Dias
CLF ..
(100 mgikg)
RUPO 2 (Hembras prenadas) ,
Sacriﬂcio
0 8- 18
1 . Diagde -

- CLF gestacion -
(100 mg/kg) | g

Figura 8.- Protacolo 1 empleado para doterminar
orlgon de Ios anillos verdes y su rolaclén con
Ios sitios de lmplnnte

7. ANALISIS DE LAS ALTERACIONES ESQUELETICAS -

Las dos. terceras partes de los fetos Que se’ fijaron’ ‘en: etanol al- 70% (Sigma;, .
México) durante 24 horas se desvuceraron bajo un mlcroscoplo estereoscéplco paraf.-.f‘"
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GRUPO 1. (Hembras sin prefiar)

Sacrificio

MGMI‘OIIMORUPOQ BURGHUPD ) BUBGRUPO 4
I
SN WS O, MU

Dias
CLF
(100 mg/kg)

GRUPO 2 (Hembras prefiadas)

Sacrificlo
Y 4NN
CUBGRURD | SUBGRUPOZ BUOGRUPD Y  SUBGRLIN 4
Voo
L - e S B R R
1 Dias ds
CLF gestacién

(100 mg/kg)

Figura 9.- Protocolo 2 empleado para determinar
origen de los anillos verdes y su relacién con
los sitios de implante.

posteriormente aclararlos en una solucion de KOH al 1% (Sigma Chemical Co. St Louis
Mo. USA) (realizandoles aproximadamehte 3 cambios de solbucién)fy;se‘tmeron du‘r'a‘nt_e'
48 horas con una solucién de rojo de alizarina al 1% disueita en KOH al 1% (Sigma
Chemical Ca. St Lotis Mo. USA). Una vez transcurrido este tlempo los fetos fueron -
lavados con glicerina pura (Slgma Méxlco) hasta que esta ya no se tihera con el exceso -
de colorante de los fetos (Figura. 10) (Dawson, 1926, Wilson. 1965 Alivenl et a/ 1979 .
Taylor, 1986). Los fetos ya transparentados. se revlsaron bajo el microscopio |
estereoscépico para reglstrar la frecuencia y el tipo de malformaclones esqueléticas :
presentes ademés de contar los puntos de osificacion.

Dentro de las cuantifi caciones reahzadas de los puntos de  osificacién” se
consideraron extremldades tanto delanteras como traseras, costlllas 'y esternebras,

Los tipos de alteraciones esqueléticas observados se clasfficaron en:
A) alteraciones en costillas
1) falta de osificacion (cuando los huesos presentaban una apariencia porosa)
2) costillas supernumerarias (més de 26 costillas, parciales o coniplétaé)
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{ ANALIZAR EXTERNAMENTE LA }

MORFOLOGIA EN LOS FETOS Y
DESVICERARLOS

(1%), DE 24 A 48 HORAS.

PASAR LOS FETOS A UNA SOLUCION DE KOH ]

AGREGAR 10 GOTASDE UNA SOLUCION SATURADA DE ROJO
ALIZARINA , POR 24 HORAS.

CAMBIAR LOS FETOS A FRASCOS CON GLICERINA Y REALIZARLES
CAMBIOS DE ESTA HASTA ELlMINAR EL COLORANTE

ANALIZAR LOS FETOS TRANSPARENTADOS BAJO UN
MICROSCOPIO ESTEREOSCOPICO, PARA DETECTAR
MALFORMACIONES ESQUELETICAS.

Figura 10.- Técnica de aclaramiento de fotos para.
el andlisis da altoraclonos osqualétlcas. -

3) costillas malformadas, consideréndose a las bifurcadas (dvstal o proximal), fusionadas: g
(proximal, -distal, central o total) y onduladas (Figura 11), Ias cuales dependiendo del
'numero de costillas alteradas se divudieron en:

a)deunaa dos costillas malformadas (daﬁo bajo)

b).de tres a ocho. costillas malformadas (daﬁo medlano)

c) de nueve a veintiséls costnllas malformadas (dafo alto)

B) alteraciones en ‘e_stornpb(as
1) falta de osificacion (cuando los huesos presentaban una apariencia porosa)
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Figura 11.- Esquema de los diferentes tipos de amrlclones

presentes en las costillas (Taylor, 1986)

) esternebras. malformadas consuderéndose alas fusionadas a las hiperplasicas, a las
hemiesternebras. a las bufurcadas y a las aslmétrlcas (Figuras 12 y 13), Ias cuales

-dependlendo del nurnero de esternebras alteradas se dlvldleron en:
a) una estemebra malformada (daﬂo bajo).
b) dos a tres estemebras malformadas (dafto mediano)
c) qu,agr_q a sgls esternebras malformada_s_,(dyaﬂo _alto).

C) amnclom en columna

Las alteraclones esquelétlcas en columna s’ oonsideraron ~cuando exlstian 2
vértebras fuslonadas vértebras asimétricas, vértebras dlwdldas vértebras desplazadas .
y/o cuando Ia columna daba la apariencia de estar en forma de "'S" (Figuras 14y 15).
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8. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos de peso fetal, frecuencia de implantes, fetos vivos,
reabsorciones y puntos de osificacion se muestran en media + error estandar (e.e.) y
fueron analizados usando la prueba de "t" de Student, mientras que la proporcién de
sexos fue analizada con la prueba Chi-cuadrada. Ei incremento en los pesos de las
hembras prefiadas, con y sin camada, asl como la proporcién de camadas con fetos
anormales (con malformaciones tanto externas como internas), se muestra en
porcentajes y fueron analizadas con la prueba de "Z" para proporciones.



Vil. RESULTADOS
1. ESTUDIOS PRELIMINARES

En las tablas 5, 6, 7, 8 y 9, se muestran los resultados obtenidos en los
experimentos preliminares (protocolo para la eleccion del tratamiento de los grupos
testigo (Figura 5)), en donde se observa que no existen diferencias significativas al
administrar a las hembras prefiadas en el dia 8 de gestacion por via i.p. el vehiculo de la
CLF (0.25 m! de agua destilada), sobre el desarrollo de las camadas (Tabla 5), en la
frecuencia de malformaciones externas (Tabla 6), en el grado y nimero de puntos de
osificacion en los fetos (Tabla 7 y 8), ni en la frecuencia de maiformaciones intemas
(esqueléticas) (Tabla 9), comparadas con las hembras prefiadas a las cuaies no se les
administré el vehiculo. A partir de estos resultados se optd por emplear como grupo
testigo a hembras prefiadas sin la aplicacion del vehIculo_dUrante el periodo de gés_tacién.

2. TRATAMIENTOS CON CLF-

En la tabla 10 se muestran los resultados obtenldos de! andlisis del mcremento de
los pesos durante la gestacoén de las hembras preﬂadas con y sin camadas obtemdas en
el dia 18 de gestacion, en donde se observa qua todas las hembras que presentaron. -
camadas (mdependlentemente de si eran testlgo o tratadas) tuvieron un incremento en .
el peso similar durante toda Ia gestacion (Figura 16), mientras que en Iasvhembrasf’w-
preftadas sin camada se ‘observd un Incremento en el peéo simllar 'h‘a‘s(a el dia 8 de.
.gestaclén (dia en el cual fue administrado’ el tratamiento de’ CLF) y a parﬂr de éste. su
paso empezo a' dismmulr hasta regresar a su peso iniclal (Flgura 17) La dlsminucién en
el incremento del peso en las hembras: preﬁadas que no presentaron y que 'se Ies‘ :
administraron las dosis de 20, 40, 50 6. 100 mg/kg de CLF Teslto’ estadisucamente,
slgnlﬂcatlvo a partir del dia 12 de gestaclén al compararlos con el incrememo da peso
que se dio en las hembras del grupo testlgo Para el caso de las hembras preﬂadas que. .
se les admlnistré la doms de 20 mg/kg de CLF unlcamente una hembra no presenté-‘ ;
camada por lo que la dlsminucién en el mcremento de peso fue sxgniﬂcativo solo parael
dia 18 de gestacion (Tabla 10).



Tabla 5.- Desarroilo embrionario y fetal de las hembras prefiadas sin administracion del vehiculo (0.25 mli
de agua destilada)Testigo 1y hembras prenadas tratadas con el vehiculo
(0.25 ml agua destilada) Testigo 2.

Testigo1 €6 &5 128:08  0© 0.2:02 126109 14004  1.1/09
Testigo2  5/6 5/5  12.4+0.5 0 0 124:0.5 1.5:0.1 0.9/1.1

Tabla 6.- Frecuencia de malformaciones externas observadas en los fetos de hembras prefiadas sin la
administracion del vehiculo (0.25 ml de agua destilada) Testigo 1 y hembras prenadas tratadas con el
vehiculo (0.25 ml de agua destilada) Testigo 2.

o) 0/64(0)
62 1(1.61) 1/62.(1.61)




Tabla 7.- Osificacion en costillas y esternebras en los fetos de hembras
prefadas sin la administracion del vehiculo (Testigo 1) y hembras prenadas
tratadas con agua destilada (Testigo 2).

Testigo1 45 0(0) 2(448)
Testigo 2 42 0(0) 2/(4.76)

Tabla 10.- Promedios por grupo del incremento en el peso durante la
gestacion de las hembras prefiadas tratadas con CLF, con y sin camadas.

TETce 0 "0 34732047 8
(846)  (1781)

25102

TRATADAS 20 17 3167 4.36 666.. 1092 25.02
CON (13.81) (24:08)  (34:89)  (79.28)
CAMADA ‘ \ o
40 13 3493 3.51 5.63 10.49 26.37

(10.06) (16.12) (30.03)  (72.63)

50 5 3254 3.98 6.98 10.90 25.76
(12.23) (21.45) (33.49) (79.16)

TRATADAS - 20 %4 2400
SN L ean
CAMADA
40'(.,;“

50 14 34.18 2.91

(8.51) 9
100 18 3423 2.90 0.66 0.59 0.55
(8.47) (18 172" (te)

®p<0.05vs el testigo;"’ps0.00S vs el te_s!igo con prueba de Z para proporciones.

42



Tabla 8.- Frecuencia de puntos de osificacion presentes en los fetos de hembras prefadas sin la
administracion del vehiculo (0.25 mil de agua destilada) Testigo 1 y hembras prefiadas
tratadas con el vehiculo (0.25 ml de agua destilada) Testigo 2.

Testigo1. s 159:0.21 15025 6.0:031
Testigo2 42 15.9:1.53 17.141.75 5.9+0.31

Tabla 9.- Frecuencia de alteraciones esqueléticas en los fetos de hembras prenadas sin la administracién
del vehiculo (0.25 ml de agua destilada) Testigo 1y hembras prefiadas tratadas con el vehiculo (0.25 ml de
agua destilada) Testigo 2.

244 6(1333) 12220  0(0)
) 6(14.28) 3(7.14) 2(4.76) 2(4.76) 0 (0)
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3. ESTUDIO DE EMBRIOTOXICIDAD

En todos los casos la disminucion de peso estuvo correlacionada con la ausencia
de camadas en las hembras. Para el dia 18 de gestacion el 100% de las hembras
prefiadas presentaron camada en el grupo testigo, mientras que en el grupo tratado con
la dosis de 100 mg/kg, ninguna de las hembras prefiadas tuvieron camada. Para las doslis
de 50 mg/kg el porcentaje de hembras prefiadas con camada fue de 26.3%, paralade
40 mg/kg aumento a un 76.5% y para la de 20 mg/kg no hubo efecto, ya que un 94.4%
de las hembras prefiadas presehtaron camada (Tabla 11).

Tabla 11.- Desarrollo embrionario y fetal en hembras prenadas tratadas por
via i.p. el dia 8 de gestacion con diferentes dosis de CLF,

Fucuoncll de Hembras - 1920 . 18120 ¢ AT12000 49121 48119
pnmdu ”
Node hembras conimplanteso -~ 1919 1718 137 6H9 oM8
camadas (%) (100) (94 4 ‘(76i§)f;‘ . 23*3) (0)
Implantes/hembra ‘
(xte.e.) 13.2:0.57 11.6:0.63 12.0:0.60 . 12,6:0.67 12.8:+0.41
Reabsorciones/hembra
(xte.e.) 0.7:0.23  1.6:0.53 4.1:149° 9.7:1.45° 12.&:0,41"
Fetos vlvoslhambraconcamada e
(xiee) 12110 43 10.5:0.62. 10;4:9‘.9354 10.8+0:68 .=~
Fetos muertos/hembra con
camada (xtee.) 0.4:0.14 0.1:0.08 04:0.27 0.210.20
Peso fetal (g) o
(xie.0.) 1.4£0.02  1.4:£0.02 141002 141003 -

Proporcién.de sexos en fetos - . i
ivos (99/o) 0.93/1:07.  1.07/0.93 . 0.951.05 - 0.95/4.05 . -

p<0 05 vs. el Testigo; p<0 005 vs. el Testigo, con prueba de Z para proporciones
p<0 05 vs. el Testigo; “p<0.005 vs. el Testigo, con prueba de “t" de Student
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En cuanto al numero de implantes y la proporcion de fetos vivos y muertos del
total de fetos obtenidos por hembra, la administracion de la CLF no mostré efecto. De
igual forma al evaluar el peso fetal y la proporcion de sexos en los fetos extraidos en el
dia 18 de gestacion por cesarea, no se observaron efectos significativos al administrar las
diferentes dosis de CLF, comparados con los fetos obtenidos de las hembras testigo
(Tabla 11).

Con respecto al nimero de reabsorciones por hembra, en los grupos de las
hembras prefiadas tratados con las diferentes dosis de CLF, se observé que conforme se
incrementaba la concentracién aumentaba el numero de reabsorciones, siendo
estadisticamente significativos a partir de la dosis de 40 mg/kg (Tabla 11), lo cual esta
correlacionado con la ausencia de camadas en las hembras prefiadas y la disminucion
del incremento de peso a partir del dia 8 de gestacion (Tabla 10), estos eventos indican la
muerte embrlonaria (efecto embriotdxico) inducida por la CLF, la cual como lo muestra la
figura 18, presentd en una relacién dosis-respuesta muy clara,

Figura 18.- Efecto embriotéxico (muerte embrionaria) inducido pbr la
administracién de CLF a hembras prefiadas.

Muerte embrionaria (%)
3




Cuando se realizé el andlisis de los Uteros para cuantificar el nimero de implantes
y el nimero de fetos presentes, en todos los casos de las hembras tratadas con CLF que
no presentaban fetos o que el nimero de productos por camada disminuyo, se observo la
presencia de unos anillos verdes por fuera del ttero en la misma posicion en la que
debfan presentarse los fetos.

Para establecer el posible origen de estos anillos verdes y poderlos correlacionar
con las muertes embrionarias y las reabsorciones, se realizaron una serie de protocolos
en los cuales a hembras sin prefiar y hembras prefiadas se les tratd con la dosis mas alta
de CLF (100 mg/kg) (Figura 8). Los resultados obtenidos mostraron que cuando se les
administré la CLF a las hembras sin prear y fueron sacrificadas 10 dias después no se
detecto la presencia de los anillos verdes en los (teros (Figura 19a), mientras que cuando
se le administrd la CLF a fas hembras prefiadas, sf se observaron los anillos verdes a lo
largo del Utero, al ser sacrificadas 10 dias después (Figura 19b). La formacion de estos
anillos verdes en los Uteros guardd una disposicion similar a la de las reabsorciones y a
la de los fetos que se observaron a lo largo de los (teros de las de hembras testigo.

Figura 19.- Uteros de hembras tratadas con 100 mg/kg de CLF, a) hembra
sin prefiar y b) hembra prefiada.
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Por otra parte cuando nuevamente se administrd la CLF (100 mg/kg) a diferentes
subgrupos de hembras prefiadas en el dia 8 de gestacion y se sacrificaron en diferentes
dias post-tratamiento (Figura 9), se encontrd que para el dia 9 de gestacion (un dia
despues de la administracion del tratamiento), los sacos vitelinos estaban hemoliticos y
no habla respuesta embrionaria aparente, ademas de presentarse indicios del inicio de
reabsorcion (Figura 20a). La reabsorcion del embrién se observo claramente alrededor
del dfa 13 de gestacion (Figura 20c), 5 dias después de haber sido administrada la CLF,
mientras que para el dia 15 de gestacion el tejido embrionario ya no podia ser identificado
claramente al abrir los Uteros, sino tinicamente se tenfan marcas verdes a lo largo del
Utero (anillos verdes), similar a lo observado en el dia 18 de gestacion (Figura 19b). En la
figura 21 se muestra el seguimiento del desarrolio embrionario y fetal, para las crias de
las hembras testigo al emplear el protocolo de la figura 9.

Figura 20.- - Seguimiento del desarrollo de las camadas a partir del dia 8 de
gestacién de hembras tratadas con 100 mg/kg de CLF.

“
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Figura 21,- Seguimiento del desa(rbllb de las camadas a partir del dia 8 de
gestacién de hembras testigo.

Cuando se realizd el analisis de los anillos verdes se:observo: que. éstos “se
presentaron por fuera del dtero en algunos €asos desde ‘el dia 11 de gestacién (Flgura,
20b) y en la misma posicubn de los embriones ) fetos presentes (Flgura 22) Para el dfa
18. de gestamén, los anillos verdes- eran muy evrdentes por fuera del utero (Flgura 19b)
sin encontrar rastros de tejido fetal, En el caso de las reabsorcmnes tardias en Ias cuales :

-aln se detecta parte del tejldo fetal los: amllos verdes se encontraron por fuera del utero

coincidiendo con la postcién‘d‘e estas



Figura 22.- Utero con reabsorciones y anillos verdes de hembra prefiada
tratada con 100 mg/kg de Clorofilina (dia 13 de gestaclén)

4, ALTERACIONES EXTERNAS (macroscopicas)

Las alteraclones externas que se observaron en los.fetos’ éxtraldos el dia 18 de
_gestacwn se muestran enla tabla 12. En la dosis de 50 mg/kg de CLF se encontraron
dos fetos con malformaciones, uno con Iablo leponno y paIadar hendldo (anura 23) y el
otro con exencefalea y parpados ablertos (Figura 24) (en ambos casos p<0 05 con
prueba de diferencia de proporcuones Vs el testigo)

En la: dosns de 40 mg/kg de CLF ‘se observaron tres’ casos con dollcocefaleav ;
(Figura 25), Ia cual correspondlo aun 2.54%, esta malformacién se presento en tres fetosf
de la misma. camada y los tres fetos estaban muertos (p<0 05 con prueba de: dlferenma
de proporcuones vs el testlgo) En este mlsmo tratamlento se observé tambnén un caso de
polidactilia (Figura 26) y una hipoplasua de una de las extremidades posterlores asocua:a"«
a una de las dollcocefaleas (Figura 25) Otra de- las malformaclones observadas fue
parpados ablertos en Ia dOSlS de 20. mglkg



Tabla 12.- Frecuencia de las malformaciones externas en los fetos de
hembras prefiadas tratadas por via i.p. el dia 8 de gestacién con
diferentes dosis de clorofilina,

No de camadas analizadas
Camadas con fetos anormales
No total de fetos

Fetos alterados
(%)

Labio leporino
(%)

Paladar hendido
(%)
Excencefalea
(%)

Dolicocefalea
(%)

Polidactilia
(%)

Hipoplasia en extremidades posteriores -

(%)

Parpados abiertos
(%)

18
2/18

225
21225 (0.88)
0/225 (0)
01225 (0)
0/225 (0)
01225 (0)
0/225/(0)

01225 (0)

21225 (0.89)

17 11 5
117 2111 1/5
180 118 55

11180 (0.65) 4/118(3.39)  2/65 (3.64)

0/180(0)  OM18(0)  1/85 (1.81)°
01800)  O/118:0)  1/56 (1.81)°
0180(0)  O/118(0)  1/55 (1.81)°
0/180(0)  3/118(264)° 0155 (0)
0/1 gé‘ () B A 8,:,(9.54) 9/55_;(;;‘)1.- .
0180/(0) - 1/118(0.84)  0/55(0)

1180 (0.55)  0M18(0)  1/55(1.81)

*n<0.05 vs. el Testigo, con prueba de Z para proporciones
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Figura 23.- Labio leporino y paladar Figura 24.-Exencefalea y parpados
hendido. abiertos.

Figura 25.- Dolicocefalea y atresia Figura 26.- Polidactilia.
extremidad posterior.
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5. ALTERACIONES INTERNAS (esqueléticas)

5.1, Puntos de osificacion

En dos terceras partes de los fetos totales se contaron los puntos de osificacién en
costillas, esternén, extremidades anteriores y posteriores. Los resultados obtenidos se
muestran en la tabla 13, en donde se observa que Unicamente la dosis de 20 mg/kg de
CLF altero el nimero de puntos de osificacion tanto en las extremidades anteriores como
en las posteriores ya que los disminuy¢ (aproximadamente un punto de osificacién por
extremidad)(Figura 27a y b), mientras que en esternebras y costillas, el nimero de los
puntos de osificacidn en los fetos no fué alterado cuando se administrd a las hembras
gestantes CLF (20, 40 y 50 mglkg).

Tabla 13.- Puntos de osificacion en los fetos de hembras prefiadas
tratadas por via i.p. el dia 8 de gestacion con diferentes
dosis de clorofilina.

No de fetos | |
analizados 146 119 78 36 :
Extremidades N .
delanteras (x:e.e)  16.3:0.09- 16.2:019° 16.2:0.11. 16.2:012.

Extremidades - v
traseras (xte.0)  17.3:0.14 16.5:0.14" 17.640.15 16.7:0.27
Esternebras ,

(xte.e.) 6.0:002 6.0:0.01 6.0:0.02 6.4:0.04

*P<0.05 vs el Testigo Con prueba de "t" de Student
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Figura 27.- Puntos de osificacion, a) fetos de hembras testigo y b) fetos de
hembras tratadas con 20 mg/kg de CLF.

5.2. Grado de osificacion

Cuando se realizé el analisis del grado de osifucaclén se observaron deficiencias
enla osiﬂcacidn tanto en costlllas como en esterndn (se consideré la falta de osuficacién
al esqueleto con. apariencla porosa) La tabla 14, muestra que para las dosis de 50 y 40
mg/kg de CLF, el grado de. osificacion en costlllas disminuyé (p<0. 05 con prueba de‘z"
para diferencia de proporciones). En cuanto a la osifi cacion del esternon pesar de
observar falta de osifi caclén en algunos fetos, para ninguna de las dosls admlnlstradas-‘
éstas alteraciones resultaron estadisticamente significativas, con respecto al testlgo
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Tabla 14.- Efecto de la clorofilina sobre el proceso de osificacion en fetos de
hembras prenadas tratadas por via i.p. el dia 8 de gestacion.

No. de fetos analizados 146 120 79 36
Fetos con costillas alteradas (%) 0/146 (0) 1/120(0.8) 3/79(3.8)" 2/36 (5.5)"

Fetos con esternebras alteradas (%) 8/146 (5.5) - 6/120(5.0) 7/79(8.9) 1/36 (2.8)
*p<0.05 vs. el Testigo con prueba de Z para proporciones,

5.3. Malformaciones esqueléticas

En la tabla 15 se muestran las malformaciones esqueléticas observadas al
administrar los diferentes tratamientos de CLF. Cuando se analizaron los fetos obtenidos
y se qlasiﬁcarbn' las malformaciones en los diferentes grados, se enco_nt‘r_él‘que'para la
dosis de 50 mglkg la frecuéhcia de malfdrvﬁat:ioheé en Ias costillas era del 5. ‘5% para la -
de daflo mediano, mientras que para el dano alto del 11 1%, las cuales resultaron'.
estadisticamente significativas. En Ia dosis de 40 mg/kg se observé unlcamente
malformaciones estadisticamente signlﬂcat«vas para Ia induccldn de dario bajo (6.3%). Sin-
_embargo para Ia dosis de 20 mg/kg la inducclén de éste tipo de malformaclones:-_.
(esquelétlcas de daﬂo “bajo, mediané y alto) ya no- resultaron estadisticamente
significativas comparadas con los testigos.

En cuanto a las malformaciones observadas ‘en- los fetos ~obtenidos en
‘esternébras, ~Unicamente se encontro‘_“efecto significativo en ,l,a " Induccion  de:
malformaciones: de  dafio alto’ enla - 'dosls 'de 50 mag/kg, ‘mientras':QUe' en los fetos’
obtenidos de las madres tratadas con otras dosns de CLF empleadas (40 y 20. mg/kg) a
pesar de que también mostraron - este tipo de alteraciones, éstas no resultaron -
estadisticamente significativas al comparlas con los testigos,



De las malformaciones observadas en la columna de los fetos obtenidos (dos
vértebras fusionadas, vértebras desplazadas ¢ columna en forma de "S" etc.), solo se
encontrd efecto significativo en los obtenidos de las hembras tratadas con la dosis de 50
mglkg de CLF (24.9% vs 3.42 del testigo; p<0.05 con prueba de diferencia de
proporciones). En los fetos obtenidos de las hembras tratadas con las otras dosis
administradas, no se observaron éstas alteraciones por lo cual no se presentaron efectos

significativos sobre la induccion de éste tipo de malformaciones.

Tabla 15.- Frecuencia de malformaciones esqueléticas en los fetos
de hembras preiiadas tratadas por via i.p. el dia 8 de gestacion
con diferentes dosis de clorofilina.

o
lnllll'_l':d_ﬁll‘; B
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Dafioalto (%)~ 114627)  0/120(0) 29 (28).
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*p<0.05 va el Testigo; °p<0.008 vs el Testigo con prusba de Z para bmpbidlo'n,."' :



Vill. DISCUSION

En este trabajo se estudiot el efecto de la CLF sobre el desarrollo embrionario y
fetal del raton in vivo. Los resultados obtenidos muestran que al administrar la CLF a
hembras prefiadas en el dia 8 de gestacién se indujo muerte embrionaria en una relacion
dosis-respuesta, ademas de la presencia de algunas alteraciones morfolégicas externas e
internas (esqueléticas) en los fetos obtenidos en el dia 18 de gestacién.

En los primeros experimentos realizados en este estudio se probd el efecto del
vehiculo para administrar la CLF (0.25 ml agua destilada). Al comparar los resultados del
grupo de hembras prefadas a las cuales se les administrd por via i.p. el agua destilada
en el dia 8 de gestacién, con el grupo de hembras prefiadas que continud el desarrollo
embrionario sin la administracién de ninguna sustancia (control negativo), se encontré
que el vehiculo por si solo no inducia alteraciones sobre el desarrollo embrionario y fetal.
Estos datos concuerdan con lo reportado por otros autores los cuales tampdco han
encontrado efectos significativos en el desarrollo de las camadas e induccién de
maiformaciones al administrar, por diferentes vias, agua destilada a grupos de hembras
predadas (Hackman y Browh, 1972; Seidenberg et al.; 1986; Muther.‘ 1988; Bannigan et
al., 1990). Con base en estos resultados en los protocolos empleados en este eétudio se
opté por no administraries el vehlculo de la CLF a.las hembras prefiadas que
corresbondian a los grupos testigos |

A nivel experimental en ninguno de los trabajos realazados con diferentes sistemas
de prueba, la CLF ha mostrado efectos genotoxicos o catotéxncos (Lat ot al., 1980;
Arimoto ef al., 19803 y b; Ong et al,, 1986; Hadnagy y Seemayer 1988, Bronzem et al.,
1990; Zimmering et al., 1990 Morales-Ramirez y Garcia-Rodrlguez, 1994 Wu et al.,
1994), inclusive en los estudtos en los cuales se han admlnlstrado aitas dosts de laCLF a
animales de expenmentaclén. éstos no han mostrado. signos de toxlcidad aparentes
(Renner, 1985; 1890; Morales-Ramirez y Garcla- Rodrlguez,"'1994) sin embargo los
resultados obtenidos en el presente estudio muestran que al admmlstrar la. CLF por via
l.p., durante el dia 8 de gestacion ésta Indujo muerte embnonana (efecto embrlotéxmo)
en forma dosis dependiente, ya que la dosis més alta de CLF produjo el 100% de la:
muerte de las crias, y disminuyé conforme ala concentracion‘ de CLF admlnlstrada.



siendo la induccién de muerte en la dosis de 20 mg/kg no significativa en comparacion
con las hembras testigo.

En la literatura existente no hay datos de los efectos de la CLF sobre el desarrollo
embrionario, fetal o sobre el proceso reproductivo en general, por lo que a partir de los
resultados aportados por otros autores los cuales emplean diferentes agentes quimicos
se han planteado dos posibles hipétesis por las cuales la CLF podria inducir la muerte

embrionaria:

a) por toxicidad materna (mecanismo indirecto) (Khera, 1984; 1985).

A partir de los trabajos de Khera (1984; 1985), en ios cuales realiza una serie de
recopilaciones de los datos publicados por otros autores sobre el efecto de diferentes
agentes quimicos sobre el desarrollo embrionario y fetal en el ratdn, la rata, el hamster y
el conejo, se planted la posibilidad de que ciertas alteraciones observadas durante el
desarrollo fueran debidas a toxicidad materna mas que por un efecto directo del agente
sobre el embridn o el feto.

Ala toxicidad matema se le ha asociado con las alteraciones en el desarrolio del
embrién o del feto ya que una alteracién en la fisiologla y metabollsmo de las madres a
consecuencia de algin agente quimico exdgeno, ya que al excede Ia,_,cgpacidad, de
destoxificacion y 'ellminaclén del agente quimico por la madre, se pueden alterar algunos - -
procesos ‘ﬁsiolé_g’i'c'bs.quq‘a su vez alteran el desarrollo de las crlas normales, incluyendo
la muerte, -

Khera (1984 1985; 1991) y algunos otros. autores han planteado al mecanismo
de dafio por de toxicidad matema en aquellos casos en Ios cuales la induccién de
alteraciones- en las crias de madres tratadas (agentes quimicos) fuera muy baja, poco -
frecuentey que no presentara un comportamiento dosls-dependlente

Los datos encontrados en este trabajo muestran un comportamiento similar a lo
propuesto por- Khera para el mecanlsmo de toxlmdad materna dado Que para las -
alteraciones encontradas no se observé un relacion dosis~respuesta y se presentaron en
una mduccién y frecuencia baja. A pesar de estos datos el unico sngno aparente
observado de toxicidad materna fue Ia disminucién del peso corporal a pamr de la.
adminis(racién dela CLF Sin embargo éstas evidenclas apoyan la poslbllidad de que las
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alteraciones observadas y la muerte embrionaria, hayan sido por medio toxicidad

materna.

b) por toxicidad en glandulas metriales-saco vitelino (mecanismo directo) (William et
al., 1976; Hood, 1989).

A partir del analisis de los sitios de implantacion durante la realizacion del
estudio, en donde se encontré que cuando se administrd la dosis mas alta de CLF,
ademas de inducir el 100% de muerte embrionaria, aparecfan por fuera del Utero unas
marcas verdes, en forma de anillos, las cuales presentaban un numero y disposicion
similar a la que presentaba los fetos en los Uteros de hembras testigos y a las reportadas
en otros trabajos (Taylor, 1986; Szabo, 1989). Estas ob;ervaciones. permiten suponer
una posible relacion entre las marcas y la muerte de los embriones.

Cuando se administraron- 100 mg/kg de CLF a grupos de hembras sin prefiary a
hembras prefiadas al sacrificarlas 10 dias después de la administracion, se abservéd q’ue_
los uteros de Ias hembras sin preﬁar no presentaron marcas. mientras que en los Uteros
de las hembras prefiadas si se enoontraron los anillos verdes Estos resultados indican
claramente que los anllios verdes estan asociados con. los sitios donde habia existido
implante y la posterior muerte y reabsorcién embnonana

Ademas al observar el proceso desde a muerts embrionaria y reabsorcion. del :
tejido embnonano hasta Ia formaclén de Ios anillos, cuando a grupos de hembras'
prefiadas se les traté en el dia 8 de gestaclén con la misma dosis de CLF (100 mglkg) Al
sacrificar un grupo de hembras cada tercer dia después de la admlnistraclén de. la CLF y.
se realizé el analisis de los implantes y'de los embnones se observé que alas 24 horas
de haber sido admlnistrada la CLF ya habla muerte embnonarla encontréndose Ios ,
,uteros y las’ cavidades amnidticas hemolltxcas Conforme se fueron sacnficando las
hembras en dias posterlores se. pudo observar el proceso de reabsorcién del’ tejido
‘embrionario hasta la apancién de los anillos verdes por fuera del utero, notando que las
reabsorciones coincidian con los sitios en los cuales se localizaban los anlllos verdes aun_ .
y cuando no hablan desaparecido Ias reabsorclones Con estos resultados se’ corroborél
que la CLF era Ia responsable dela muerte embrlonana y de la formacién de los anlllos:v :

verdes.



Con los datos obtenidos hasta el momento no se puede explicar claramente ¢ por
que se marcaron los sitios de implante con la CLF?, sin embargo a partir de lo que se a
descrito tanto en el ratén y en la rata, que a diferencia de otros mamiferos (incluyendo al
humano) el saco vitelino rodea el endométrio en forma de anillo (Figura 28), ademas de
existir intercambio de sustancias entre el saco vitelino y el Gtero que conecta hacia el
exterior (Sclalli, 1992), se podria explicar ia presencia de dichos anillos verdes. Otra de
las observaciones realizadas que podrian estar relacionadas con estos eventos es
también el hecho de que se ha descrito que tnicamente en los roedores existe ia
presencia de las glandulas metriaies en los sitios en los cuales se lieva acabo el implante
(Taylor, 1986; Gude et al., 1982).

Figura 28. Estructura corionalantoidea vs. placentacién tipo saco vitelino.
Izqulorda. placenu corionalantoidea humana. Derecha: placontc dc embrién
temprano de rata (Scialli, 1992). -

Las glandulas metriales son - mdlcatwas de reabsorciones previas 'y son-
reconocldas como sitios de lmplante. ya que se encuentran sobre la superﬂcie externa a’
lo largo del dtero. (en.el margen metrial) y crecen en Ios sltios de lmplante. perststiendo :
mdependlentemente de que el embrlén o feto sobrelean (Taylor 1986 Gude et &l
1962), ademds se han det_erminado diversos camblos quimicos tanto por fuera como por
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dentro del Utero durante los diferentes estados del desarrollo embrionario y fetal
(hormonas y otras sustancias) (Knudsen et al., 1988; Knobil ef al., 1994), A partir de esto
se puede suponer que las glandulas metriales estan asociadas con la forma del saco
vitelino ya que ambas soélo se presentan en roedores y debido a los intercambios de
sustancias que se llevan acaho entre el ttero, el saco vitelino y el exterior, es necesaria
la presencia de estas glandulas para regutar dichos procesos fisioldgicos.

El hecho que la CLF sea la que forme los anillos verdes en los Uteros de las
hembras prefiadas indica una gran afinidad de la CLF hacla los sitios en los cuales se
estan desarrollando las crias, asi como posiblemente por las glandulas metriales.

A partir de la informacién encontrada en la literatura, se puede proponer que los
posibles mecanismos por los cuales la CLF induce la muerte embrionaria pueden ser

varios.

a) Que la CLF se absorba a través del teroy cause. toxicidad en saco vitelino.- Este tipo .
de embriotoxicidad ya se ha descrito para otras sustancias como el azul de tripano
(Willian et al., 1976), e inciuso se ha descrito como. uha técnica para marcar los: sitids de
implante, en donde se observa una dlsposiclén de los anillos similar a la observada aqui,
con la. dilerencla de que ios anlllos son azules (Psychoyos, 1973). Taylor (1986); -
plantea’ como un. técnlca de: identif cacién de los smos de implante la- tincién de las-
glandulas metriales con compuestos organicos como el rojo de’ glicégeno 0 con’
soluciones de sulfato de amonio, ‘4cido clorhidrico y ferrocnanuro de potasio aunque no -

menciona el mecanismo

b) Que la CLF forme complejos con algunas de las sustancias. que intervienen en estas -
glandulas. Esta propiedad ya ha sido descrita para la CLF (Newmark 1987 Dasw°od et
al, 1991; Daswood et al., 1892; Dashwood y Guo, 1992 1993; Arimoto 1993), la cual es
capaz de llmltar la blohabilldad de algunos compuestos para formar complejosj;
moleculares: no covalentes con. aminas heterociclicas entre otros compuestos (Dashwoodf
y Guo, 1993),. ademés de formar complejos a través del croméforo el cual atrapa a los

compuestos (Arimoto et al 1992 1993), por lo que no se descana la posibilidad de que',:j
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la CLF esté interactuando de esta forma con algunas de las moléculas de las glandulas
metriales y del saco vitelino.

c) Que la molécula de CLF se adsorba a las glandulas metriales y bloquee el intercambio
entre éstas y el exterior. El hecho de que la molécula de CLF sea grande (Newmark,
1987) da la posibilidad de que no sea capaz de atravesar facilmente estos tejidos, por lo
que se podria pensar que fa CLF se pega a la glandula metrial e impide el funcionamiento
de la misma, conduciendo asi a la muerte del embridn, aunque existen reportes de que la
CLF es capaz de atravesar barreras filtradoras como es el caso de las barreras

espermatogénicas (Mendiola-Cruz, 1994).

d) Por medio de la captura de gases como por ejemplo el oxigeno. Dado que tiene Ia
capacidad de capturar el oxigeno entre otros gases, una de las aplicaciones comerciales
de la molécula de la CLF consiste en incluiria dentro de las bolsas de los alimentos
procesados (Kephart, 1955), ademas que, las abservaciones realizadas muestran que la
CLF es capaz de interactuar con los tejidos que formanlas estructuras,dé sostén del
embrién, las cuales estdn muy vascularizadas y existe un alto intercambio gaseoso
(Hood, 1989), existe la poshbilidad de que la CLF de algun'a forma altere el intercambio
gaseoso que se lleva a cabo entre |a madre y las crlas y de esta manera induzca la
muerte embrionana asf como las alteraciones que se observaron Este mecanlsmo de
muerte embrioniaria e induccién de  alteraciones ya 'ha sido descrito para’ otros_ s
compuestos (Wilson y Clarke, 1977).

Debido a que en los Uteros de las hembras preﬂadas que no presentaron camada’» _
y que fueron tratadas con CLF no fueron apreciables las marcas, verdes por dentro, indica,\}‘i
que probablemente la- CLF no se incorpord al embnén por. la vla sangre periférica*-
materna-ptacenta embrién Io cual hace evidente que los mecanismos Implicados en Ia,»ri-'».»:
embriotoxicidad de ia CLF son mas complejos e indirectos. ‘ |

El hecho ‘que de en el grupo de las hembras tratadas: con ia dosis de 20 mglkg,f .
s6lo una de ellas no presenté desarrollo de Ia ‘camada pero si se Iogrd observar a los* g
anillos verdes y que en Ias dosis ded0y 50 mg/kg se mcrementé la frecuencla de este
tipo- de eventos Indica que Ia dosis de_la CLF es lmponante en la mducclén de la
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embriotoxicidad. Sin embargo el efecto general de la CLF dentro de los grupos tratados
siguié la condicién todo o nada (Wilson, 1977), esto es que las hembras que lograron
desarrollar su camada, lo hicieron de manera normal.

A pesar de que en los fetos extraidos de las hembras tratadas con 50 mglkg de
CLF, solo se observd un solo caso de exencefalea (asociada a parpados abiertos), una
polidactiia y un paladar hendido, éstas frecuencias resultaron estadisticamente
significativas, debido posiblemente a que la cantidad de fetos analizados para ésta dosis
fue muy baja (por la induccion de muerte embrionaria).

A la induccién de’ malformaciones como la polidactilia, paladar hendido vy
exencefalea, se les ha asociado principalmente con toxicidad materna (Khera, 1984;
1985), aunque también se ha observado que se incrementa su induccién cuando se
administran agentes teratégenos claramente identificados, por lo que a estas
malformaciones se les ha propuesto como indicadores de efecto de agentes quimicos
sobre el desarrollo embrionario y fetal (Wilson, 1977; O’'Rahilly, 1992; Hackman y Brown,
1972; Bannigan et al,, 1990). Sin embargo cuando existen pocas malformaciones y con
una baja frecuencia, se les asocla con toxicidad materna, mientras que, cuando la
frecuencia es alta y se observan varias malformaciones dlferentes. el efecto 6 asocia
con daflo teratogénico directo (Khera, 1984; Wilson y Cl_arke, 1977, Hood, 1989).

Los trabajos reali;éados por diferentes autores se muestra que dentro_de las
malformaclones espontéheas» en el raton (incluso para‘la* ‘misma cepa‘ q"ue' »ya'q:ui se.
empled, CD-1 ), se encuentran las mismas alteraciones que fueron observadas en este..
estudio con una frecuencia S|milar a Ia que ellos descnben (Palmer 1979 Fritz et.al,; . -
1978, Perraud, 1976; Szabo, 1989).

Otra de. las malfotmacloﬁés observadas -fue la ‘ih’ducéién de tres’"casos "de}.;-»‘

dohcocefalea (braqulocefaleas), los cuales se presentaron en una mlsma camada de las, -

hembras a Jas cuales se les administré la dosls de 40 mg/kg Al lgual que en: Ias-};--

anteriores alteraciones, al reallzar el anélisis estad| stlco resulté ser sugnmcatlvo A pesar. e

de Que a ésta malformac[bn se le ha descnto como un indicador de accubn directa por;f
agentes teratogénioos sobre el S|stema nervioso central (Stricker et al 1 990), eI que se*.{fa
haya presentado solo en una de las camadas anahzadas nos hace suponer que no existe



asociacion entre esta y el tratamiento con CLF. Por otro lado no existen trabajos en los
cuales se relacione la induccion de dolicocefalea con toxicidad materna.

A partir de estos resultados se considera que Ia CLF presentd efecto sobre la
induccion de alteraciones externas en una baja frecuencia.

En cuanto a las alteraciones esqueléticas, se les ha descrito como un indicador de
dafo sobre el desarrollo embrionario y fetal (Millen y Wooliman, 1963), tanto en rata
(Aliverti et al., 1979) como en raton (Russeli, 1979), aunque ios fetos no presenten
malformaciones macroscdpicas externas. Se han descrito cerca de 88 alteraciones
esqueléticas diferentes (Beck, 1989), ios mecanismos de induccién de éste tipo de dafio
pueden ser por aiteracion directa de los procesos de desarrollo en ias crias o por
modificacion de la homedstasis materna (Khera, 1984; 1991).

Dentro de las alteraciones esqueléticas observadas en los fetos obtenidos de
hembras tratadas con CLF, se encontré en la dosis de 20 mg/kg la disminucion en los
puntos de osificaclén en las extremidades tanto an,teﬁores como posteriores, en donde 7
fetos (tres fetos en la misma camada), eran los due tenfan disminuidos los puntos de
osificacién en las extremidades. Dado que la disminucién de los puntos de osificacidn
tnicamente se presentd en la dosis de 20 mg/kg, indica la posibilidad de que esta dosis
de CLF aun presente efectos téxicbs‘débiles (disminucién de- osificacién), sin inducir la
muerte dé los embriones. A'la dlsmliiuéién o retardo en la osificacion se le ha descrito
como una alteracién en el desarrolio embrionario, la cual puede. ser debida a un efecto"
embriotéxico (Khera, 1984 Campbell y Kaplan 1992), aunque en la: mayorla de Ios‘v
trabajos esta alteracion la descnben generallzando a todo el slstema esquelético del feto. i

De las malformaciones esqueléticas observadas no se presenté ninguna relacion
dosis-respuesta con-. respecto a los tratamlentos ‘ya que la Induccién de costillas
malformadas (fusionadas o bifurcadas pnnclpalmente) se presentaron en la dosis de 40y
50 mg/kg, mientras que a. |a Induccién de. esternebras malformadas (asimétricas y
stionadas pnncipa|mente) y alteraciones observadas en columna (dos vértebras
fusionas vértebras desvnadas o columna en forma de "S") unlcamente se observé efecto
en la dosis de 50 mg/kg

Ala mduccién de maiformaciones en costil|as y esternebras comolas observadas ;
en este estudio, tamblén se le ha asoclado con toxtcidad materna (Khera 1984 1985)



aunque se ha descrito su presencia al administrar agentes tératégenos claramente
identificados (Taylor, 1986). Para el caso de las alteraciones en la columna atn no se les
ha relacionado claramente con toxicidad materna o con dafio inducido por algun
teratdgeno en especial.

La frecuencia de malformaciones en costillas y esternén encontradas en este
trabajo parece indicar un efecto teratogenico débil de la CLF, aunque el mecanismo
pudiera estar relacionado con el proceso de la embriotoxicidad, ya que no se presenta
una relacion dosis-dependiente como se presenta con la mayorla de los agentes
teratogenos bien identificados (Mirkes, 1985 y Taylor, 1986) .

Para dar una idea de las de las equivalencias de las concentraciones empleadas
en este estudio, Ia dosis mas alta de CLF (100 mg/kg de peso corporal), que se les
administr6 a las hembras de raton prefiadas (dia 8 de gestacién), equivale
aproximadamente a 3 g de harlna de hojas de ortiga o alfalfa, ésta misma dosis
equivaldria para humanos (persona de alrededor de 50 kg de peso corporal), a la
administracion de 5 g de CLF administrada por via i.p. en una sola aplicactén (Io cual es
aproximadamente 4 kg de harina de ho;as de ortiga o alfalfa) Esta concentracuén
corresponde a una dosis terapéutica, ya que Ias concentraciones que consumimos enla
dieta diaria en los alimentos dificiimente la exceden.

En los estudios en los cuales se ha administrado a humanos la CLF cdrjrio': 'agente
terapéutico, las dosis han sido entre 0. 5 a2galdia (administrada por via oral) 0 de 0, 1g
al dia (admimstrada por via intra muscular), durante un méxlmo 10 dias (Patek, 1936;
Smith y Sano, 1944 Kephart, . 1955; - “Young y. Beregi 1880). Las dosis de CLF
administradas terapéutncam?nte a humanos. exceden al equiva_lent_e.de la dosis que se
administré alas hembras prefiadas de ratén (casi el_doblej}dqla,s,dd#l#).



IX. CONCLUSIONES

Dado que la CLF (100 mg/kg), a! ser administrada en el dia 8 de gestacidn por via
i.p. @ hembras prefiadas, indujo la muerte en el 100% de los embriones y que ésta
induccion disminuyo directamente proporcional a la dosis administrada, podemos concluir
que la CLF resultd tener un efecto embriotdxico con una relacidn dosis-dependiente.

El hecho que enlarata y el raton el saco vitelino, a diferencia de otros mamiferos,
se encuentre rodeando al Utero de manera interna (en forma de anillo), y que ademds se
haya descrito para estos mlsmos organismos la presencia de las glandulas metriales por
fuera del Utero, en los sitlos en los cuales se lleva a cabo el Implante del embrién,
permite concluir que la presencia de los anillos verdes observados en los Uteros de las
hembras prefiadas tratadas con CLF, se debe a !a asociacién de estas dos estructuras

con la CLF.

Debido a que la presencia de los anillos verdes colncidieron. con los sitios de
implante y reabsorcién del tejido embrionario, ademas de que los ahélisié' de los Uteros
indicaron que la CLF se encontré por fuera del utero”'formando los anillos verdes, es
posible suponer que el mecanlsmo de muerte embnonana fue por la toxucidad provocada
en la. relacién gléndula metnal-saco vitelino-embnén. lo cual concuerda con 1o

anteriormente sefialado.

A pesar de que en Ios fetos de las: hembras: preﬂadas tratadas con 50 mglkg. se
observé en el mismo feto un caso de labio Iepormo y. paladar hendido yen otro feto un
caso de exencefalea ademés de estar asociadas con Ia administracién da agentes
teratégenos y con toxicidad materna, su inducclén er poco frecuente y de Igual manera: :
los tres: casos de dolicocefaleas observados en el grupo de las hembras preﬁadas-:
tratadas con 40 mg/kg. al presentarse en una sola.camada y no tener una relaclén dosis—‘ {
respuesta por 1o tanto se conciuye que nlnguna de estas aiteraciones estan
relacionadas con daﬁo teratégeno directo asociado ala administraclén de la CLF.
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Cuando se les administrd a las hembras prefiadas 50 mg/kg de CLF se
observaron, en sus crias, la presencia de malformaciones de dafio mediano vy alto en
costillas, esternén y columna, mientras que con la administracién de 40 mg/kg sélo se
observaron alteraciones en costillas de dafio mediano. Estos resultados indican una
relacién en la induccion de las malformaciones con la administracién de la CLF, ya que la
frecuencia en los fetos fue homogénea, siendo el mecanismo de dario probablemente por
medio de la misma toxicidad mencionada anteriormente,

Finalimente a partir del analisis de la curva dosis-respuesta del efecto sobre el
desarrollo embrionario y fetal de la CLF, se observé que la administracién de 20 mg/kg de
CLF por via ip., a hembras prefiadas no fue embriotdxica, ni Indujo malformaciones
externas e internas, a pesar de que disminuyd el promedio de puntos de osificacion enlas
extremidades tanto posteriores como anteriores en un numero bajo de fetos.



X, COMENTARIOS FINALES

Ya que a la CLF se le ha probado con éxito en diferentes sistemas de prueba,
como un agente antimutageno, anticancerigeno y radioprotector, se le sitia como una de
las posibles sustancias a empiear terapéuticamente en las pobiaciones humanas para
reducir los efectos de la exposicién a ciertos agentes genotdxicos. En este trabajo se
probd el efecto de la CLF al ser administrada a hembras prefiadas, con lo cual se estudio
su efecto en otros procesos biologicos, para obtener mas informacidn del-comportamiento
de ésta dentro dei organismo.

Los resultados obtenidos muestran que la CLF indujo muerte embrionaria con una
relacidn dosis-respuesta, sin embargo con estos resultados no podemos establecer de
manera clara ni totalmente los mecanismos de dafio, por lo que a partir de las
observaciones en este trabajo y partiendo de lo descrito por otros autores, se podrian
realizar otros estudios para tratar de establecer los mecanismos de embriotoxicidad de la
CLF:

a) Por toxicidad materna: Para probar esta hlpétesis se sugiere ia realizamén de
experimentos encaminados hacia determinar toxlcidad materna lndudda por CLF por
medio de la evaluacién en la modificacion de la fi isiologla de algunas de las: sustancias
maternas que podrian inducir muerte embrionaria También se podrlan realizar estudios
en los cuales se determinarasi la CLF es. capaz de a atravesar placenta ademés de
probar el efecto de la CLF sobre el desarrollo embrionano y fetal en estuduos m wtro

b) Por toxlmdad directa sobre glandula metrial-saco vitelino-embrion: Para probar esta
hipélesls se suglere la reallzacibn de estudios histoldgicos del utero, asl como pruebas ,
bloqulmicas entre la CLF Yy las sustanclas involucradas en las gléndulas metriales,
ademds del estudio del efecto de Ia CLF, al ser administradas a hembras preﬂadas en el
dia 8 de gestacion por otras vias (las mismas dosis de CLF empleadas en esta estud[o).

Otros estudios ‘que.se podrian realizar para tratar de comprender ain més los
mecanismos del efecto dela CLF son los encaminados ha probar la sensmilldad embrio y
fetotéxuca de-la CLF durante las diferentes etapas del desarrollo. asl como estudios



citogenéticos en las crias de las hembras a las cuales se les administré la dosis de 50
mg/kg de CLF, ya que en estos fetos se observaron alteraciones esqueléticas.

Finalmente dado que la dosis de 20 mg/kg de CLF, no presentd efectos
embriotoxicos ni induccién de alteraciones fetales comparadas con los testigos y dadas
las caracteristicas previamente descritas de la CLF, se podrian realizar estudios
encaminados hacia la determinacién de una‘posib!e capacidad de la CLF, como protector
de dafio inducldo por agentes teratogenos.
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EFECTO TERATOGENICO DEL CO, PRENATAL.
MODELO EXPERIMENTAL
Martha Tena Suck, Gloria Romero, Dolores
saavedra, Manue) Arteage y Edmundo Mucioc Moreno.
Hospital "Dr. M. Gea Gonzdlez", México, D.F.

gl Dioxido de carbono (CO,) se utiliza en ciru-
gia Japaroscopica abdominal para visualizar el
campo operatorio: su aplicacién en nujeres emba-
razadas es controversial. A fin de deternminar el
efecto teratogénico toxlco del €O,, se realizé
un estudio experimental doble ciego controlado
‘gon ratas Wistar. Se formaron 1} grupos: A) Con-
trol negativo; B) Control positivo (heumoperito-
neo con 0,); y C} Neumoperitoneo con CO,. Para
poder valorar los efectos inmediatos y tardfos,
Ja mitad de los productos se obtuvieron por
cesdrea al 2)° dfa de la gestacidn y la otra
mitad se sacrificaron & la 7' semana de vida
postnatal. A todas las ratas se les realizd
neunoperitoneo con insuflacién a presidn de 120
cc/mmHg. Se extrajeron los cerebros y se les
realizaron coloraciones especiales.

El peso y perimetro abdominal de las madres del
grupo de O, estuvo aumentado, no as{ de las del
grupo de CO,. El peso y talla de los fetos del
grupo de 0, estuvo disminuido. El cerebro de los
productos de 21 d{as no mostraron alteraciones
en ninguno de los grupos; en los de 7 semanas se
encontraron cambios degenerativos de la substan-
cia blanca 8 nivel del sistema piramidal, tracto
espinotaldmico, pedinculos cerebrales, cerebelo
y cuérpo calloso, observéndose mayor daido en el
grupo de O05i el grupo de CO, wostré cambios
similares pero en menor Intensidad. .

Los camblos observados en este.modelo experimen-
tal son similares a los de la intoxicacién por
mondxido de carbono, 'y a los de la intoxicacién
"aguda .de CO,, los cuéles sorn interpretados como
cambios hipdxicos crénicos, ’

3
TOXJCOLOGIA REPRDDUCTIVA.DE LA SPIRULINA. 1, EVALUACION EN
"RATA. i o N

1

M. salazar !, 5. salazar!, N, pages? y 6. Chmrro'.“ ’Depa_l:
Yamento de Toxicalogla, Seccltn de Graguados, tscueld Nas.:
ciona} de Ciencias Biolbgices, Instituto Polltécnico: Nacio -
naj. Mexico O.F:, Méxlco'y “Laboratoire de Toxicologle, Fa
culté:de Pharmacie, Chatenay-Malabry, Francia, :

- E} efecto.-sobre e} proceso reproductive es una -
de 1as fases que deben estudiarse en 13 evaluacitn de: Segu
ridad de-1as protefnas:no convencionales para consumo huma
no. : e .
- -En el presente trabajo se estudié el efecto de -~
la-Spirullna, atga unicelular. que se cultiva: principalmen-
te-en el lago de Texcoco (México) y en el fago Tehad (Afrf -
ca Central), sobre ia fertilldad y reproduccién.

: ~Grupos: de 10 ratas macho y-20 hembras, Wistar,--.
reclbieron-Spirul ina durante 9 y:2 semanas”antes del’ aco-
piamiento respectivamente, incorporada.ai”alimento en.con. :
centraciones de 0, 10, 20 y 30%, Las hembras continuaron v
con ‘el .tratamiento hasta el destete de sus crias (dia 23 -
postnatal ). El d]a 20 de la gestacion se sacrificd la mi-

tad de las hembras-de cada fote y & las restantes se les - -

, permitid tener sus.crias, En las primeras'se-determind des
pués.del sacrificio,. el-'nimero de cuerpos 10teos, ndmero y.
peso de fas crias y las reabsorciones, 3 continuacién se -.
‘anaifzaron 1as malformaciones externas y viscerdles. .

Joe o Enbas erfasique nacieron se-registrd ta viabi)] -
dad, pesp-y desarrollo fisico.y funcional; finalmente se

;observd la presencta .de malformacfanes,. I

- " La Spirulina no produjo:dafo-en la fert{lidad ni
en 1§ reproduccidn de ratas macho y hembras hasta concen-
traclones del 301. : '

1. Becarios de OEQICT-COFAA,
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ESTUDIO DEL EFECTO OE LA CLOROFILINA SOBRE EL
DESARROLLO EMBRIONARIC Y FETAL DEL RATON i1 yive.

Garcie-Rodoguez, MC. ChMvaz-Gateoos F. y ANamirang-Lozano, .
Laborstono de Clogendtica, Mutagénesis Toxicologl¥ Reproducti
Bioteno-Campo 11, FES-Zaragozs, UNAM, kKixica DF. v

Se hs descnto que la Clorofiina (CLF), es un polende antimutdgeno,
anticancarigeno y radicprolector, ademas de lener una toxiidad vy
bajs, sin embargo No hay reportes o8 Su posibhe electo sobve el
desarrolio embrionario © fatal. En ests trabsjo s estudid of efecio
leratogénico ca la CLF en ratones hbembra prafades de 1a caps CO-1,
las cudles fueron tratadas con la CLF por vig imraperitonasl o dis 8 de
gestacion (dasis oa 100, 50, 40 y 0 mo/xg de peso del animal). Los
organismos fueron wrificados ol dis 18 de gestacion, Las cries
obienidas por cesérea fusron revisadas internaments (malformacionss
ssqueléticas) y extamaments (maltormacionss grussas). Los resullados
muestran que 1a CLF 1iene un slecto embrioldxico (19.91% para 1 dosis
de 100 mg, del 62.24% pars 18 dosis de 50 mg y de! O% para Ia de
40mg/xg). Se enconird afecto sobre of nimero de reabsorciones por
camada en 1as tres dosis de CLF y of nUmero de (8108 vivos inicamente
o vio redutido en las dosis de 100 mgAg. Por oirs parte se encontrd
uns mayof proporcion de gnomaliss exiemas @ intemas en forma dosis-
dependienie en |03 felos (retados con CLF, siendo principaimente:
doficocefdlea, polidactilie, “hipopldsia, encalsiocsle occiphel, labio
feporino y patadar hendido. En cusnto @ las malformaciones esqueiéticas
185 principalas obsarvadas fueron: cosiilas fusionadas, bifidas y curvas,
estemebras asimétricas y fusiofiadas, vertebras fusionadas y columnas
desviadas. .

Los resufiados- obtenidos mussiran que in -Cloroflina es un sgenfe
embriotdxico y tiene afecto terstogénico. -

33

EYALUACION DEL EFECTO DE: SPIRULINA EN. LA FERTILIDAD-OE-RA "
TASMACHD. - =0 g T
S, Salazor’, M. ‘Salazar:y G. Chamorro . Departamento de -

Yoxicologla, Seccibn de Gradusdos, tscuela Nacional de =s .

Ciencias Bloldgicas; Instituto Politécnico Nachonal: Mext -

co-0:F s México.

‘Las. pruebas de efecto de protelnas Ao convencio- <

‘nales.destinadas’a: consumo humano. sobre la fertl]idad, --

;og recomendadss como parte de:los estudios de su segurl-
..+ En el presente trabajo se estudid e} posible - -
efecto de alga Spirulina, clanobacteria pluricelular fila |
mentoss, sobre esta-varjable, - - e e T
L Se'emplearon grupos de 10 ratas Wistar macho:que’ -
se-a) imentargn conel alga a concentraciones de 0y 0%~

‘durante 8 semands, Al cabo de este tiempo,despuds del” sa-
erificio,  se-expuso:el epidfdimo cauds].derecho, que se -

perfundid.con ‘solucidn salina para Ia obtencién de los. .-
espermatozoides, Despubs de su homogeneizac)én ‘se determ|
n6-1a concentracidn,.movilided y morfolo?l‘a por proced|-’
mientos establecidos. Se pesaron testiculo, epididimo, v~
prostatd -y vesfcula seminal}:fzquierdas, . .

© 7 No“hubo: slteraclén. en oS parimetros espermiti-- -
cos ni“en-el pesd de (05 6rganos, con excepcidn del corres; .
pondfente a vesfcula..El mecanismo detallado de aste Glti™.
mo.efecto no estd claro y requiere de estudlos posteriores
para conocerlo, Sin embargo se concluye gue 18 Spirylina -
no afecta l1a fertilidad -de ratas macho, -

1. Becarios de DEDICT-COFAR,
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EFECTO DE LA EXPOSICION AL OZONO SOBRE LAS
CONCENTRACIONES DE MONOAMINAS CEREBRALESEN ELPUENTE,
MESENCEFALO Y CUERPO ESTRIARO DELARATAADULTA. Gonzdlez:
Pika Rigobeno'y Pas Carios Departamento de Neurofisiologla, Inslituto
Nacional de Neurologia y Neutocwugls. Manusl Velasco Sudres.

e ha roportado que los snimaies axpusilos 8 0 7. 15y 6.0 ppm de ozono
(0, duranie 24 hotas o mds presantan altareciones en ol contanide cere-
bral de loy nevroliensmisores qus han sido telscionados con el conlrol del
suefa y que el electo dai O, sobre \a lase de! Suano Parsddjico (SP) se
cbserva desda la pimers hora oo exponicion, menirss que of Susho de
ondes Lentas {SOL) te sfacta posteriormente. EI objetivo de aate trabajo
fue estudias les cambios en los niveles cerebrales de Dopamina (DA),
Naradrenaling (NA), Setoloning {5-MT) y da sus melabolitos Acido

_Dihidtoxdenitacdlico (DOPAC), Acdo Homovanilico (HVA} y Acido §-

Midroxiindolacdtico (5-HIAA), durante las primeras 3 horas de exposicidn
a { ppm de ozono. Se utilizeron 50 ratas wistar machas avignades a einco
grupos: 8} contral, qua consistid de animales expuestos a sine libre de
contaminanies; grupos by ¢, consisientes de animaies Sxpuesios dutants
1y 3 hs a ! ppm de O, respactivamenie, y grupos dy e. constituidos por
animales sxpueatos dutanis 3 horas 8! O, seguidos de 1y 3 hotas de
exwposicion al aire kbre de contaminanies respectvemenie. inmediatamente
después kb animales fueton decapitados y se les axirajo el puenta, el
mesencélalo y el cueipo estrisdo Las muesas sa analizaton medisnie un
Cromatdgralo de Liguidas de Alle Resolucién con Dateccidn Electioquimics
(Periun-Elmer,  mod. 1020 pius). una columns ds 100 x 45 mm
adsorbosghare calschalamine (ALLTECH) y una fase movit conteniendo
200 mi de matanol, 800 mi de agua. 4 g de KH,PO,. 0.5 g de C;H,,0,5Na
y 0.15 g de EDTA s un flujo de 1.2 miimin. Loy resultedod se analizaron
maediente un ANOVA simpls y cuande 56 enconlraron sighifcalivos. se
aplice 18 prusbs da Tukay. Se anconlré que despuds de s axpaskisn ol 0,
los niveles do ‘las monosminas y de eus aspectivos’ mataboiitos
aumentaran. sn_ias tres regionas -astudindas y etle- sumenio hié en
proporcion s tiempo de exposicién, pero no hubo efectos sobre ol HVA. No
se observd la recuperacion de los elactos: t hats despuls de ceseda b
inhatacién de O,. pato i despuds do 3 horas, Enlos resutiados sugleran
que ¢l O, alacts duade lat primeias horas ol contanido de monosrinas en
Iss regionas carebraies relacionadss con ib geneiscion del SP, sefalando
que 190 eiteraciones del s0eho plovacadas PO eBIB s OCUen de lorme
selectiva sobre esie aslado dal suaho, mieniras que las alleraciones del
SOL ocurriran de manera compansaloria. o
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LA ENZIMURIA COMO. PARANETRO IMPORTANTE  PARA
DETECTAR DARO RENAL INICIAL EN LA INTOXICACION AGUDA
CON PLOMO, EN RATAS. ‘Posades del Rio, F. A, Heménder
Gategos, M. E *y Gertla Osomio, E.* Deper _
y Toxicolog(e, CINVESTAV-PN, 07000 México, D.F,

El deAo i organismo producido por. xenobidlicos 80 raduce,
genaraimante, COMO lberacidn de enzimas da lod &rgancs sfectados @
los liquidos Bxvecaiuiares; iss anzinias que 5o sliminan sn'ie oring s’
han ‘uesado -pure’ delectsr e defo. 8108 :rifones - producidos por
compusstos nelfroiduicos; la delerminatién da enzimas en la orina
tiene - [0 'veniaie de resiizar_eslos snsayos en ol mismo sujeld y

esludist e} cus1so temporal de lae aleracionss producidas. Loa rifones

san los principales drganad dlanco det Plomo (Pb), debido a que 5o
acumula “praférentomente” en astos digance. En ‘el irabsjo presente

5o investigd ' ol efecto e une dodis Unice {10mgXg) del Cloruro de -,
Plomo, adminisirado por via inirperiionaal, sobre vaiiss enzimee y

olros componeniss oe L8 onna, en ratas macho. :

Se usaron rates Wislss, de 300 8 375 g, que 38 lea sdminist6 o) Ph,
‘sé inlrodujeron en Jaulag metsbdlicas y se reunid le orina 8 180 2, 4,6,

24, 48y 72 1 posiencores & la sdministracidn oel Pb: en In onne 8o’

delermineron ias actividedas de is Transpeptidase de gamilo (TPG),
o Gipepticilaminop W (DAP V), ls Aminopepticase 06 sienina
{APA), ‘o8 Corboxfioalerasas/Amidasss (CE/A), les-Tranwlorases de
gluiatidn (TG),.1a N-Acslilgiucosaminidasa (N-AG) y.'e glucuronidsse
bets (GC), en un: espactrofotématro -scoplado " & : un registrador,
ademds se cuaniificaron la creatining (Cr), 8l pH y [a camolalided {Oe).
De {08 resultados obtenidos solamanta se describen 109 que fueron.

significativamente (p<0.05) diferantes: do:los valores: de les ey
“conirok; A las 2 h eumentd le actividad de 'a TPG, in DAP IV y [a APA.

o 188 4 h sumenteron i APA 'y 18 G,y disminuyeron ia Cry 18 Os -
-mieniras que,” 8 i88 6 h, disminuyd le TPGy aumenlaron W DAP V y

la APA._Posiariormente, o 188 24 h, aumentsron s APA y I8 TG, y-
disminuyeron ias CE/A; a las 48 y 72 h, aumentaron nusvamenia ia
TPG y la DAP IV, y permanacisron disminuides Ise - CE/A y Ia Oe.
“Evlos resultacos nos permiten: a) conchui que les enzmas:de fa
membrang citopidamica (TPG, DAP (V y APA) de los Wbulos renales
s slieren inicinlmente en aste modeio da intoxicacidn aguda con Po,
y b) sugerir que padrlen Wilizeiss como und de ks pwimelros de
dafo renal lamprano : i

da Farmacologle.

080

ESTUDIO DE LA EMBRIOTOXICIOAD Y DEL EFECTO SOBRE
EL DESARROLLD FETAL DEL RATON INDUCIDOS POR LA
CLOROFILINA

Garclo-Rodiiguar, MC* (avalado por Floss R Angéiice). Chiver-
Gallegos, F* y AXamirano-Lotano. M*  Laborstono de CRogendlca,
Magénens ¥ Torkoiogle Reproducive, Bicteno Campo il Unidad de
Invastigacion an Biciogie de I8 Reproducoidn. FES-Zaregora, UNAW,
México DF

Sa ha desento que te CloroNing (CLF), dervado de las plantas verdes. s
un potente SPUMULAGENG, BANCENCETIGEND ¥y racoprodecior. ademis de
lenat una losicided practicaments huld. sin sMbargs 1 hay tepontes de s
positie efacto al sar adminlstrade durame e gestacin. En sste trabajo se
esludid ¢ afecto de la CLF sobre ¢t desarroiio embrionsrio y fetal e
1atongs de la copa CD-1 Hembras prefiacde fueron tratadss con le CLF
por vis initapsriones! ol i 8 Ge gestacdn (donis de 100, 80,40, 20y 0
mg/kp de peso del animal). Los organemos fueron satnficados o dis 18 de
0EINCION ¥ 56 CUBNUACO & NUMD 68 IMpIBNES, reabearsonel, felos
vis 'y folos muerios, pesod felal y proporaidn @ saxes.  Las crim
cbisrudas uaron revieades imemements {mallormetionss ssaueliticss) y
existnamente (matformaconss Qrueess). Los resulados  odlendos
mussiran que-1s CLF tiens Un alecto ambriotanao {100% pers is dosis 3¢
100 mg/kg. del 70.29% para s dens 08 50 moAg. del 38% pare id de 40
mghg, del 15% para o de 20 meAg) siendo estadisicaments
signficalivos -pate Ing dosis de 100 y 30 mgAg. Al analizst lse anomallas’
exlarnan g internas on los fetos etades con CLF 80 enconivd 1a presenci
de. cokcocaldlen, pohdaciihe, hoopiisis, exencatains, labio leparing y
palader “handido, En cubnio 8180 malloMmecionss. eeausidtices U
prncipaied  cbeervagss  fusron: ossiies Rusionades, bifidsa y curves,
esternabras pumitricas y fuslonsdan. versires fusionades y calumnas
depviades . ce .

LO% fusutadies oblenidos musetrsn que is Clorofling es embrioldxics en
forms dosia-depen y tons Un débll electo Wretogénico (nduccidn de
maNormacioney t6nl0 Itemas COMO SXNITAS). R
{Este trabsjo fub apcysde por PADEP-UNAM sreyecto 500 002)

UETERMINACION * DE . LAS.  VARIAGIUNEY  EN " LA VELOGIDAD DE
_CONDUCCION NERVIOSA MOYORA (VENM) DE LOS NERVIDS MEDIANO v
ULNAIZ-EN- SUJETOS GANOD A TEMPERATURA CONTROLADA.: Froie.
Marinaz, M), (Avelsde por. Nufte, LA), Aatarre-Miguel, E.. Nute-Licane, A
Aguiler-Osturont, H, U, Ospls,: de_ Nawolisislegle del el Not. dc Med. de
Hehabll “8 8. Uinidadt Universiionn de ivest, Clln, en Neuroiplol de! Houlta -
Jubrez de Masics, 8BS yUNAM, . e : ' '

Lo lecnes de VONM . Wic ‘dr manera’ fsinens n Isboralonos ot
tieclrodiagnaslico comd yuds paca of dagndstics y prendelice de erfarmedade:
de sistemd nervioso pentenco,. - - - S e

£ rucavo pais, iy veloisd nemmelives sen led reponegon per aulores de-otras .
paises; debide & qus en ol Puesire 1o emiin 1nbiss de valives normales.
En unrepote pravio (Frake-Martina, of al; XXXV Cang. N, Clen. Fislo! , 1982, -
30 cneonird que o8 Valores do VONM pave ol sogmanie CodePunlo de Erb. eren -
difetenies & oy reporisdes per Bverses ‘eidores. y N0  @3i N 8 sagmenlo
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