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1. Resumen

El talio (TI) es altamente toxico y se considera uno de los metales mas dafiinos para los
mamiferos, es comparable con elementos como arsénico (As), cadmio (Cd), niquel (Ni),
mercurio (Hg) o plomo (Pb). Se sabe que el Tl puede cruzar la barrera placentaria, en
trabajos previos realizados en el laboratorio de teratogénesis utilizando ratones hembra
prefiadas de la cepa CD-1, a las cuales se les administro acetato de TI(I) (CHzCOOTI) en
dosis de 4.62, 9.25 y 18.5 mg/kg de manera intraperitoneal (ip), se encontré que el mayor
porcentaje de fetos que presentaron anormalidades externas fue en las dosis de 4.62 y
9.25 mg/kg (53 y 72%, respectivamente). Por lo anterior en este trabajo se decidio aplicar
una dosis de CH3sCOOTI de 5.28 mg/kg a ratonas prefiadas en el dia 7 de gestacion, que
es una dosis intermedia entre las concentraciones ya trabajadas y se esperaba encontrar
un porcentaje entre el 53 y 72% de los fetos de las hembras tratadas que presentaran
anormalidades (dosis-dependiente). También se administré cloruro de Cd(ll) (CdCl)

como testigo positivo, el cual se sabe produce efectos teratdégenos.

Se formaron 3 grupos de 10 ratonas prefiadas de la cepa CD-1, el primer grupo se tratd
con agua inyectable, el segundo con 5.28 mg/kg de CH3COOTI y el tercero con 3 mg/kg
CdCl,, se administro una dosis Unica en el dia 7 de gestacion por via ip. Las hembras
fueron sacrificadas en el dia 18 de gestacion por dislocacion cervical, se extrajeron los
fetos, se fijaron en alcohol al 70% y se revisaron externamente. Por altimo, cada camada
se dividio en tres partes, 50% se fijaron en solucion Bouin, 25% se tifi0 en rojo de alizarina
para la revision del esqueleto 6seo y 25% en rojo de alizarina y azul de alcian para la

revision del tejido 6seo y cartilaginoso (hueso-cartilago).

En el grupo de hembras tratadas con CHsCOOTI no se encontraron signos de toxicidad
materna, pero si toxicidad embrionaria y fetal ya que aumentd el numero de
reabsorciones y disminuyo el peso de la camada. En la revision externa de los fetos se
encontré fontanelas mas abiertas de lo normal, canal en la espalda, hematomas, tronco
de lado, variaciones en extremidades y cola. En el andlisis esquelético se observé que
los fetos presentaron osificacion incompleta en craneo, variaciones en costillas,

esternebras y falanges, comparado con el grupo testigo.



En el grupo de hembras tratadas con CdCl. se encontro toxicidad materna ya que hubo
disminucion de la ganancia del peso corporal materno, asi como toxicidad embrionaria y
fetal ya que el total de reabsorciones y el numero de fetos muertos aumentd, mientras
gue los fetos vivos por camada, el peso de la camada y la longitud de los fetos fue menor.
En la revisibn externa se encontré excencefalia, tronco de lado, variaciones en
extremidades y cola. En la evaluacion esquelética se observo efecto sobre la formacion
del sistema 6seo, los fetos presentaron osificaciébn incompleta y ausencia de los huesos
del craneo, variaciones en las vértebras, costillas, esternebras y falanges, comparado

con el grupo testigo.

Con base en lo anterior se puede mencionar que la administracion de 5.28 mg/kg de
CHsCOOTI en el dia 7 de gestacion a ratones hembra de la cepa CD-1, produce toxicidad
embrionaria, fetal, anormalidades externas y esqueléticas, no obstante, falta realizar mas
experimentos para saber si estos efectos comprometen la supervivencia del organismo
en desarrollo. Mientras que el Cd se confirma que es un buen testigo positivo para la

induccion de efectos teratogénicos.



2. Introduccién

La exposicidén a metales pesados va aumentando debido a la contaminacion procedente
de la industrializacion (Caserta et al., 2013), los productos industriales y los desechos
electrénicos pueden contaminar el suelo y el agua y después ser absorbidos por las
plantas y los animales que son consumidos por los seres humanos, entre ellos, las
mujeres embarazadas (Figura 1) (Vimalraj et al., 2017). Los metales pesados son
elementos naturales que tienen un peso atomico elevado y una densidad superior de 5

g/cm? (Tchounwou et al., 2012).
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Figura 1. Diagrama de la exposicion a metales pesados que muestra como ingresa al
humano y llega al embrién o feto, produciendo efectos en el crecimiento y el desarrollo
(modificado de Vimalraj et al., 2017).



Después de que los metales son absorbidos, estos ingresan al torrente sanguineo, se
distribuyen hacia diversos 6rganos y tejidos como el higado, rifién, hueso, tejido mamario
y adiposo, pancreas y cerebro, donde se metabolizan y pueden estar involucrados en
varios procesos fisiolégicos. Se ha demostrado que la barrera placentaria no es
completamente impermeable al paso de agentes toxicos, entre ellos, algunos metales
pesados (Caserta et al., 2013), por lo que la exposicion embrionaria o fetal se produce a
través del liquido amnidtico, la placenta y el cordon umbilical. Una vez que logran
atravesar esta barrera pueden interferir con la funcion placentaria, en particular con el
transporte de elementos traza esenciales para el crecimiento y desarrollo fetal (Osman et
al., 2000; Kippler et al., 2010).

Se ha reportado que mujeres embarazadas expuestas a metales pesados presentan
aborto espontaneo, productos con anormalidades congénitas, parto prematuro,
mortalidad, discapacidades del desarrollo, trastorno del comportamiento y predisposicion
a desarrollar tumores en los productos (Vimalraj et al., 2017). En concentraciones altas o
no habituales, inducen cambios a nivel molecular, celular, tisular y organico, debido a que
los organismos no pueden adaptarse a su presencia (Rodriguez-Mercado y Altamirano-
Lozano, 2013). Algunos metales que han ganado atencion especial debido a su toxicidad

son el talio (Tl) y el cadmio (Cd).

2.1 Talio (TI)

El Tl es un metal brillante, ductil, maleable de color gris azulado (IPCS, 1996), descubierto
por Sir William Crookes en 1861. Es un metal pesado con peso atdémico de 204.4, nimero
atémico 81, densidad 11.9 g/cm?, punto de fusién 303.5 °C y punto de ebullicién 1,457
°C (Blain y Kazantzis, 2015). Este metal no se encuentra puro en la naturaleza ya que es
elemento traza en algunos minerales como la crookesita, hutchinsonita, vrbaita, lorandita,
feldespatos, micas, rocas volcanicas y asociado principalmente con potasio (K) y rubidio
(Rb) (Galvan-Arzate y Santamaria, 1998; Repetto y del Peso, 2012).



El Tl naturalmente estd en bajas concentraciones en el ambiente y no se conoce su
necesidad en algun proceso biolégico, no es esencial (Galvan-Arzate y Santamaria,
1998). Es un elemento incluido en la misma familia que el aluminio (Al), el galio (Ga) y el
indio (In). Sus estados de oxidacién mas comunes son Tl (1+) o Tl (34), la forma TI3* se
parece al Al, y la forma TI** a los metales alcalinos, principalmente el potasio (K'*). La
naturaleza téxica del TI'** se debe a su similitud con el K* en el radio i6nico y la carga
eléctrica (Thompson, 2015). Las formas comerciales mas comunes del Tl, es CH3COOTI,
carbonato de TI (TI.CO3) y sulfato de Tl (TI2SO4), donde el Tl esta en el estado de
oxidacion 1+ o TI(l) (Galvan-Arzate y Santamaria, 1998; Rodriguez-Mercado y

Altamirano-Lozano, 2013).

2.1.1 Usos del talio

El Tl es utilizado en aleaciones resistentes a los acidos, a la corrosion y antifriccion y en
diversos equipos eléctricos y electronicos, por ejemplo, cables de fibra Optica, accesorios
de iluminacion, instrumentos infrarrojos, equipos laser, medidoras de ozono, fabricacion
de vidrio, termOometros de baja temperatura y semiconductores. Ademas, el Tl se utiliza
en la fabricacion de bisuteria, juegos pirotécnicos para crear un color verde, catalizador
en la sintesis de compuestos organicos, y en la produccién de pesticidas y ciertos
fertilizantes de fosfato (IPCS, 1996).

En medicina, el Tl se ha usado en el tratamiento de la sifilis, la tuberculosis, la malaria y
las enfermedades del cuero cabelludo; sin embargo, estas terapias se han suspendido
debido a la alta toxicidad de este metal, actualmente se usa para obtener imagenes del
miocardio y de tumores (IPCS, 1996). En medicamentos, productos de salud, pigmento
en cosméticos y tratamientos depilatorios. Varios compuestos de Tl tienen aplicaciones
tecnoldgicas e industriales, entre ellos, el CH3COOTI, que se ha usado en productos
farmacéuticos para la eliminaciéon de vello facial e infecciones fungicas del cuero
cabelludo y bactericida. En fechas recientes se utiliza como catalizador en varios

procesos quimicos industriales (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).



2.1.2 Fuentes de emisidén, exposiciéon y distribucion en el cuerpo

Las plantas generadoras de energia por combustion de carbon, las fabricas de cemento,
los procesos de refinacion de petréleo y las actividades de fundiciébn de minerales son
fuentes de emisidn que liberan cantidades pequefias de Tl al aire; otros ejemplos de
fuentes de emision son los sitios de desechos peligrosos y el humo del cigarro (Vimalraj
et al., 2017).

Las concentraciones de Tl en el aire y en el agua son muy bajas (1 ng/m®y 1 ug/L,
respectivamente), en las grandes ciudades y zonas industriales la concentracién en el
aire puede alcanzar los 58 ng/m® (IPCS, 1996). Las mayores exposiciones ocurren
cuando se bebe agua o se consumen alimentos, especialmente frutas y vegetales verdes
contaminados con Tl (Vimalraj et al., 2017). La persona promedio consume menos de 5
Mg de Tl por dia. Se ha detectado Tl en alimentos a una concentracion media de menos
de 100 pg/kg de peso seco, y se han encontrado concentraciones mas altas en mariscos,
por ejemplo, las concentraciones de Tl en la carne roja oscilan entre 50y 70 ug/kg, y las
partes blandas de los moluscos o mariscos y pescados marinos contienen 349-2,930
Hg/kg de peso humedo (IPCS, 1996).

El Tl se absorbe por el tracto gastrointestinal, a través de la piel y el tracto respiratorio.
Una vez absorbido, se distribuye rapidamente por circulacion sistémica en todo el cuerpo
a todos los 6rganos donde en algunos casos se acumula, las concentraciones mas altas
se encuentran en el rindn después de una exposicion aguda. La eliminacion es
principalmente a través del tracto gastrointestinal (heces), pero también por los rifiones,
la saliva, el cabello, la piel, las ufias, el sudor y la leche materna (Thompson, 2015). Una
porcién del Tl que se ha acumulado en érganos Yy tejidos puede regresar gradualmente
al torrente sanguineo (Figura 2). El TI(I) se absorbe y distribuye rapidamente debido a su
similitud con el catién K'*, pero se acumula en el cuerpo como resultado de su lenta tasa

de eliminacion (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).
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Figura 2. Distribucion del Tl en el cuerpo humano (modificado de Rodriguez-Mercado
y Altamirano-Lozano, 2013).

2.1.3 Efectos sobre la salud

El Tl es altamente téxico, independientemente de la via de exposicion y se considera uno
de los metales mas dafiinos para los mamiferos. Es comparable y en ciertos casos mas
toxico que el As, Cd, Ni, Hg o Pb (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013). La
Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) de los EE. UU. lo clasifica como un contaminante

ambiental e industrial y un riesgo peligroso para la salud humana y la vida silvestre (EPA,
2019).



El Tl puede ser mortal a dosis bajas (desde 1 g) y la intoxicacion aguda se produce a
dosis de 8 a 12 mg de Tl/kg de peso corporal en humanos. Este tipo de intoxicacion se
caracteriza por gastroenteritis con nauseas, vomito, diarrea y dolor abdominal, sintomas
gue aparecen alas pocas horas después del contacto. A los pocos dias, afecta al sistema
nervioso y aparecen sintomas como parestesia, dolor y sensibilidad en extremidades,
debilidad, confusién mental o delirio y convulsiones, junto con problemas respiratorios y
circulatorios que a menudo culmina en la muerte. Cuando el periodo se extiende mas alla
de una semana aproximadamente, puede desarrollarse un cuadro neurolégico variado,
con predominio de cefalea, ataxia, temblor, parestesias y atrofia muscular. Después de

una a tres semanas, se desarrolla alopecia en todo el cuerpo (Blain y Kazantzis, 2015).

2.1.4 Efectos en la reproduccién

La intoxicacion por Tl interfiere con otros aspectos de la salud, incluida la fertilidad en
mujeres y hombres que estan expuestos a este metal pesado (Hoffman y Hoffman, 2000).
Se dispone de datos limitados sobre los efectos de este metal en la reproduccién humana,
aunque se sabe que después de una intoxicacion crénica causa alteraciones en el ciclo

menstrual; la libido, la potencia masculina y los espermatozoides (IPCS, 1996).

Se han investigado los efectos del Tl en la reproduccién masculina en ratas (Formigli et
al., 1986; Gregotti et al., 1992) y ratones (Wei, 1987), estos estudios mostrados en el
Cuadro |, sugieren que la exposicion al Tl puede producir efectos adversos en los

testiculos y los espermatozoides (EPA, 2009).



Cuadro I. Efectos del Tl en la reproduccion

Via de .
Modelo Compuesto o » Efectos Referencias
administracion

Desarreglo  del  epitelio  tubular,
vacuolacion citoplasmaética y distension
Oral en agua del reticulo endoplasmico liso de las o

Ratas macho TI2SO4 . ) o ) Formigli et
) potable durante células de Sertoli, actividad testicular

Wistar (20 ppm) i ) ) al., 1986
30 060 dias reducida de la glucuronidasa, altas
concentraciones de Tl en los testiculos y

disminucion de la motilidad del esperma.

TI.CO3
Ratones macho (0.001, 0.01, Oralenagua Mayor numero de espermatozoides Wei. 1987
ei,
Kunming 0.1,1y10 potable durante muertos y deformes, motilidad afectada.
mg/L) 6 meses
Ratas macho TI2SO4 i
) Cambios ultraestructurales en las .
Sprague-Dawley  (35,7y 1.4 In vitro . ] o Gregotti et
i celulas de Sertoli, desprendimiento de
(células de Mg/g de al., 1992

. } las células germinales.
Sertoli) testiculo)

Tl,SO4: Sulfato de TI(l), TI,COs: Carbonato de TI(I).

2.1.5 Efectos en el desarrollo embrionario

La placenta es el punto de contacto entre la circulacion materna y fetal. Es el medio por
el cual, todos los nutrientes necesarios llegan al feto, actia como barrera para evitar el
paso de sustancias toxicas, incluidos los metales pesados. Si los metales logran
atravesar esta barrera se puede interferir con la funcion placentaria, en particular el
transporte de elementos traza esenciales para el crecimiento y desarrollo fetal (Osman et
al., 2000; Kippler et al., 2010). En trabajos realizados con ratas (Rade et al., 1982;
Ziskoven et al., 1983) y ratones (Olsen y Jonsen, 1982; Ziskoven et al., 1983) se reportod
gue los compuestos de Tl son capaces de cruzar la placenta y llegar al feto a los 30 min
(Ziskoven et al., 1983), presentando un pico a las 4 h (Olsen y Jonsen, 1982; Rade et al.,
1982; Ziskoven et al., 1983).



Los trabajos en ratas (Gibson y Becker, 1970; Rossi et al., 1988; Barroso-Moguel et al.,
1992; Barroso-Moguel et al., 1996) y ratones (Alvarez-Barrera et al., 2019) proporcionan
evidencia de que la exposicién al Tl durante el desarrollo puede producir anormalidades
externas, efectos en el desarrollo del sistema nervioso autbnomo vascular, los huesos y

reducir el peso corporal fetal (EPA, 2009) como se muestra en el Cuadro |II.

Cuadro Il. Efectos del Tl en el desarrollo embrionario

Modelo  Compuesto Via de administracion Efectos Referencias

Intraperitoneal durante

Ratas T12SO4 Reduccién del peso corporal, aumento  Gibsony
la fase temprana (8,9 y o ) ) )
Sprague- (25010 i en la incidencia de hidronefrosis y falta Becker,
10) o tardia (12, 13 y o .
Dawley mg/kg) de osificacion en vértebras. 1970

14) de gestacion

Oral en agua potable Alteracién del desarrollo del sistema

del dia 1 de gestacién nervioso autébnomo vascular con una .
Ratas TI2S04 » . Rossi et al.,
hasta el destete reduccion de la reactividad vasomotora,
NOS (1 mg/dL) i o 1988
Durante 60 dias de los receptores a, B-adrenérgicos y

muscarinicos.

Diarrea y alopecia, retraso en la
Ratas

Wistar CHsCOOTI . . ) i o
» Intraperitoneal en el dia superiores, células cartilaginosas Moguel et
recién (32 mg/kg)

osificacion de las extremidades Barroso-

) 1 postnatal alteradas o muertas, disminucion del al., 1992
nacidas . ) )
cartilago y trabéculas éseas escasas.
Ratas

] ] _Reduccion de la talla, alopecia, diarrea  Barroso-
Wistar CHs3COOTI Intraperitoneal en el dia

y atrofia muscular progresiva en ambos  Moguel et

recién (16 mg/kg) 1 postnatal ] ]
i miembros posteriores. al., 1996
nacidas
Anormalidades externas (tronco de
CHsCOOTI lado, extremidades superiores e .
Ratones ] o o Alvarez-
(18.5, 9.25, Intraperitoneal en el dia inferiores rotadas, variaciones en cola)
CDh-1 » . o Barrera et
4.62 mg/kg) 7 de gestacion y esqueléticas (retraso en la osificacion

. ) al., 2019
del craneo, costillas y extremidades).

CH3COOTI: Acetato de TI(l), TI.SO4: Sulfato de TI(I).
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Gibson y Becker (1970) trataron con Tl2SO4 (2.5 0 10 mg/kg) por via ip, durante la fase
temprana (dias 8, 9y 10) o tardia (dias 12, 13y 14) de gestacién a ratas prefiadas de la
cepa Sprague-Dawley, y encontraron reduccién del peso corporal de los fetos, aumento
en la incidencia de hidronefrosis y falta de osificacion en vertebras. Por otro lado, Rossi
et al., (1988), al administrar en agua potable el mismo compuesto a ratas de manera pre-
y postnatal (1 mg/dl del dia 1 de gestacion hasta el destete), encontraron que el Tl altera
el desarrollo del sistema nervioso autonomo vascular con una reduccion de la reactividad

vasomotora, de los receptores a, f-adrenérgicos y muscarinicos.

Barroso-Moguel et al., (1992) administraron 32 mg/kg de CH3COOTI via ip en el dia 1
postnatal a ratas recién nacidas, sacrificadas en diferentes momentos. Los investigadores
observaron diarrea, alopecia, retraso en la osificacion de las extremidades superiores y
alteraciones en las células cartilaginosas, con disminucion del cartilago y trabéculas
Oseas escasas. En otro estudio realizado por el mismo grupo de investigacion, la
administracion de una dosis menor de CH3COOTI (16 mg/kg), en el dia 1 postnatal,
produjo una reduccion de la talla, alopecia, diarrea y atrofia muscular progresiva en
miembros posteriores, durante 50 dias posteriores al tratamiento (Barroso-Moguel et al.,
1996).

En trabajos previos realizados en el laboratorio de teratogénesis de la FES-Zaragoza,
Alvarez-Barrera et al., (2019) encontraron que la administracion de 4.62, 9.25 y 18.5
mg/kg de CH3COOQOTI, aplicado via ip a ratonas prefiadas de la cepa CD-1 en el dia 7 de
gestacion, provocod anormalidades externas y esqueléticas en la descendencia. En la
dosis de 18.5 el porcentaje de fetos con anormalidades (en tronco, cola y extremidades)
fue del 46%. En la dosis de 9.25 el porcentaje de fetos con variaciones en extremidades
fue del 72%. Finalmente, el 53% de los fetos obtenidos en la dosis de 4.62 presentaron
variaciones en cola y extremidades. Con lo anterior se observa que los mayores
porcentajes de fetos con anormalidades externas se encontraron en las dosis de 4.62 y
9.25 (53 y 72%, respectivamente). Respecto a la evaluacion esquelética el 100% de los
fetos reporté retraso en la osificacion de los huesos del craneo en la dosis mas alta, 90%

en la dosis de 9.25 y un porcentaje de 96% en la dosis mas baja.
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Con base en lo mencionado anteriormente, en este trabajo siguiendo el mismo protocolo,
se aplico la dosis de 5.28 mg/kg de CHsCOOTI, que es una dosis intermedia entre las
concentraciones donde se encontr6 mayor efecto, para conocer los efectos que pueda
inducir el TI(l) sobre el desarrollo embrionario y fetal.

2.2 Cadmio (Cd)

El Cd (nimero atomico 48; peso atdbmico 112.40) es un metal blanco ligeramente azulado
descubierto por el quimico aleman F. Strohmeier en 1817, no se encuentra naturalmente
en estado libre, siendo la greenockita (sulfuro de Cd) el Unico mineral de Cd (Londofio-
Franco et al., 2016). Es un elemento natural de la corteza terrestre que generalmente
estd en minerales combinado con otros elementos tales como oxigeno (6xido de Cd),
cloro (CdCl2) o azufre (sulfato de Cd, sulfuro de Cd) (Zurera-Cosano y Amaro-Lopez,
2003). En la naturaleza esta presente en bajas concentraciones, principalmente en
asociacion con los minerales de sulfuro de zinc (Zn), Pb y cobre (Cu) (Thompson y
Bannigan, 2008). El Cd se usa en pinturas, plasticos, pilas, baterias, abonos, soldaduras,
asbestos, pigmentos, barras (reactores nucleares), farmacéutica, fotografia, vidrio,

porcelana, entre otros (Londofio-Franco et al., 2016).

2.2.1 Fuentes de emisién, exposicion y distribuciéon en el cuerpo

La deposicion atmosférica de Cd en el aire por las diferentes industrias, las actividades
mineras, la aplicacion de fertilizantes que lo contienen y el lodo de aguas residuales en
las tierras de cultivo pueden conducir a la contaminacion de los suelos y al aumento del
consumo de Cd (Jarup y Akesson, 2009). Lo que lo convierte en un contaminante
ambiental muy téxico presente practicamente en todos los alimentos, también se
encuentra en casi todo lo que bebemos y respiramos, los suelos y rocas, incluso el carbén

y abonos minerales contienen algo de Cd (Olsson et al., 2002).

Las concentraciones de Cd en los alimentos varian en gran medida, segun el tipo de
alimento y el nivel de contaminacion ambiental. En los moluscos y crustaceos, por
ejemplo, las ostras y otros moluscos bivalvos, cefalépodos y cangrejos estan presentes

altas concentraciones. Asimismo, se encuentran cantidades elevadas en visceras
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(higado y rifion), semillas oleaginosas, granos de cacao Yy ciertos hongos silvestres. Los
cereales (arroz y trigo), los vegetales de hoja verde, la papa, la zanahoria y el apio,
contienen mayor concentracion de Cd que la carne, el huevo, la leche, los productos
lacteos y el masculo de pescado (Jarup y Akesson, 2009).

La concentracion determinada “segura” por la OMS para la ingesta humana de Cd se ha
estimado en 500 pg/semana (Thompson y Bannigan, 2008). La ingesta promedio de Cd
de los alimentos generalmente varia entre 8 y 25 pg por dia (Jarup y Akesson, 2009). Los
mejillones, las vieiras y las ostras son una fuente importante de Cd y contienen de 100 a
1000 ug/kg, las carnes y frutas contienen de 1 a 50 pg/kg (Ara et al., 2016). Otra fuente
de exposicion es el tabaco, debido a que las hojas acumulan Cd. Un cigarrillo puede
contener aproximadamente 1 a 2 ug de Cd (Jarup y Akesson, 2009).

El Cd tiene una vida media biologica extremadamente larga que, esencialmente, la
convierte en una toxina acumulativa con un componente rapido de 75-128 dias y un
componente lento de 7.4-26.0 afos. Alrededor del 5% de una dosis dada de Cd se
absorbe desde el tracto gastrointestinal aumentando a 20-30% en algunos individuos
(Thompson y Bannigan, 2008) y el 90% de una dosis depositada en el pulmoén es
absorbida (Waalkes, 2000).

Una vez absorbido se acumula en varios tejidos y su concentracion en sangre disminuye;
el higado y el rifidn generalmente constituyen la mayor parte de la carga corporal total de
Cd. La acumulaciéon hepatica y renal puede deberse a la capacidad de estos 6rganos
para producir grandes cantidades de metalotioneina (MT), una proteina de union a
metales con alta afinidad por el Cd. La presencia de MT celular disminuye notablemente
los efectos adversos del Cd. Sin embargo, probablemente como consecuencia de la

unién a la MT, el Cd se elimina lentamente del cuerpo (Waalkes, 2000).
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2.2.2 Efectos sobre la salud

La Agencia de Sustancias Toxicas y Registro de Enfermedades (ATSDR, por sus siglas
en inglés) y la EPA de los Estados Unidos clasifican al Cd en el 7° lugar en la lista de
prioridades de sustancias peligrosas. La exposicion de Cd en humanos por inhalacion e
ingesta provoca efectos gastrointestinales agudos con vomitos, diarrea y afecta al
sistema respiratorio (Nordberg, 2009). La exposicién cronica dafa a diferentes érganos
como el rifién, corazén, pulmon, huesos, placenta, el sistema nervioso central y periférico
(Nava-Ruiz y Méndez-Armenta, 2011), aumenta el riesgo de desarrollar cancer (Kippler
et al., 2012) y en el peor de los casos conduce a la muerte (Jarup y Akesson, 2009). Los
estudios en roedores han demostrado que la inhalacion crénica de Cd causa
adenocarcinomas pulmonares (Waalkes, 2000).

Las mujeres pueden verse mas afectadas ya que se ha encontrado que presentan
mayores concentraciones de Cd en sangre, orina y rilones que los hombres. Estudios
epidemiologicos indican que las mujeres tienen mayor riesgo de padecer trastornos
0seos inducidos por el Cd. Un ejemplo es la enfermedad de Itai-itai que es una
combinacion de dafio renal, osteomalacia y osteoporosis, a menudo con multiples
fracturas 0seas espontaneas, es la forma mas avanzada de dafio 6seo inducido por Cd,
la cual afecta casi exclusivamente a mujeres ancianas y multiparas. La disminucion de la
densidad mineral 6sea y el mayor riesgo de fracturas se correlacionaban con la

exposicion al Cd a largo plazo en mujeres posmenopausicas (Vahter et al., 2007).
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2.2.3 Efectos en la reproduccién

El Cd funciona como un disruptor endocrino (Johnson et al., 2003; Ali et al., 2010) y puede

afectar la reproduccion (Henson y Chedrese, 2004; Kippler et al., 2012). Existe gran

cantidad de trabajos que describen los efectos sobre la gametogénesis tanto en hombres

y en mujeres (Thompson y Bannigan, 2008). Algunos de estos trabajos se muestran en

el Cuadro lll.

Cuadro lll. Efectos del Cd en la reproduccion

Via de _
Modelo Compuesto o » Efectos Referencias
administracion
CdCl2 Oral ) ) y Kotsonis y
Ratas macho o Necrosis testicular focal y reduccion
(200 o0 150 Dosis Unica o Klaassen,
Sprague-Dawley de la espermatogénesis.
mg/kg) 1977
Se inhibid la ovulacién y se asoci6
] CdClz ) _ _ » Saksenay
Hamster hembra Subcutanea  con necrosis, hemorragia ovérica y
(5010 o o » Salmonsen,
dorado Dosis Unica  disminucion de la concentracion de
mg/kg) 1983
progesterona en suero.
CdCl2 Subcutanea . ) El-Ashmawy y
Ratas macho o Hemorragia testicular y edema.
(7 mg/kg) Dosis Unica Youssef, 1999
Supresion de la esteroidogénesis .
. . Piasek y
CdCl2 Subcutédnea  ovérica, provocada por la
Ratas hembra o o » Laskey, 1994
(305 Dosis Gnica  disminucién de la concentracién ]
Sprague-Dawley i ) o Piasek et al.,
mg/kg) (dia del diestro) inicial de progesterona, testosterona, 2002
y el estradiol.
Subcutdnea  Acumulacion de Cd en los testiculos,
Ratas macho CdCl2 durante 6 en las espermatogonias y Aoyagi et al.,
Sprague-Dawley (0,6 mg/kg) semanas espermatocitos, lo que resulto en la 2002

reduccion de estos tipos celulares.

CdCly: Cloruro de Cd (l1).
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2.2.4 Efectos en el desarrollo embrionario

Estudios con animales han confirmado que el Cd induce efectos teratogénicos y

embriotdxicos (Cuadro IV). Se ha observado que los efectos que produce, dependen de

la cepa y especies investigadas, la dosis y via de administracion, asi como de la etapa

de la embriogénesis (Thompson y Bannigan, 2008).

Cuadro IV. Efectos del Cd en el desarrollo embrionario (una sola aplicacién)

Via de .
Modelo Compuesto . y Efectos Referencias
administracion
Intravenosa  Embrioletalidad, exencefalia y defectos
Dia809 oculares (temprano el dia 8 de gestacion).
Hamster CdSOq (tempranoy al Defectos de las costillas y las extremidades e 1971
erm,
dorado (2 mg/kg) final del dia) de superiores (final del dia 8).
gestacion Defectos de las extremidades inferiores
(Temprano y al final del dia 9).
Intraperitoneal ) )
Ratones . Malformaciones de las extremidades, lacara,  Laytony
CdSOq Dia 9 de
CD-1 . el tronco y la cola. Layton,1979
gestacion
Intravenosa  Anormalidades  externas, internas vy Gal
. . . . aley
i CdSOq4 Dia 8 de esqueléticas como exencefalia, microftalmia,
Hamsteres » ) ) ] ) Layton,
(2 mg/kg) gestacion labio leporino, paladar hendido, agenesia 1980
renal y costillas fusionadas.
Intraperitoneal Defectos en el tubo neural como excencefalia
i i i » Webster y
Raton CdCl2 Dia7,8,9010 eneldia7u 8 (durante la neurulacion). M |
esserle,
C57BL/I6J (4 mg/kg) de gestacibn  Muerte celular ocasionando que el tubo 1980
neural se reabriera en el dia 9 0 10.
i Intraperitoneal Reduccién en las extremidades superiores e  Messerle y
Raton CdClz i o ) o . . .
Dia 8, 9 0 10 de inferiores, hipertrofia, sindactilia y polidactilia  Webster,
C57BL/I6J (4 mg/kg) » . o
gestacion en extremidades inferiores. 1982

CdSO0Og: Sulfato de Cd (Il), CdCl,: Cloruro de Cd (Il).
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Ferm (1971) al administrar CdSO4 en el dia 8 0 9 de gestacion en hamster dorado,
encontro que los animales tratados temprano durante el octavo dia de gestacion, tuvieron
mayor niamero de anormalidades y reabsorciones, disminuyendo cuando los animales
fueron tratados el noveno dia de gestacién. Por otra parte, Gale y Layton (1980) al
administrar el mismo compuesto en el dia 8 de gestacién en seis cepas de hamster,
encontraron que todas exhibieron los mismos tipos de efectos adversos, como muerte
embrionaria, anomalias externas, internas y del sistema esquelético, pero observaron
algunas diferencias entre cepas en la respuesta embriotéxica. Concluyendo que el dafio
producido por el Cd, depende del momento de la administracion durante el periodo de

gestacion y de la cepa.

Layton y Layton (1979) al administrar CdSO4 a ratonas prefiadas en el dia 9 de gestacion,
encontraron que el Cd indujo una alta incidencia de malformaciones, concluyendo que el
efecto producido depende del periodo de gestacion, la dosis y de una serie de variables
embrionarias y maternas, algunas bajo control genético. Webster y Messerle
(1980) reportaron que la administracion de CdCl> a ratonas prefiadas en el dia 7 u 8 de
gestacion, afecta las células precursoras del tubo neural, provocando la excencefalia y
en el dia 9 o 10 de gestacion, causo que el tubo neural se reabriera. Por otro lado,
Messerle y Webster (1982) encontraron que la aplicacion del mismo compuesto en el dia
8, 9 0 10 de gestaciéon, aumenta la formacion de citolisosomas y afecta las células del

tubo neural, mesodermo y ectodermo, provocando los efectos en las extremidades.

2.3 Modelo de experimentacion

El raton comun, Mus musculus (Figura 3) como organismo modelo en la ciencia sigue
vigente por su estrecha relacion evolutiva con los seres humanos, ademas de presentar
distintas ventajas que incluyen un tiempo de maduracion sexual de 8 a 9 semanas, se
adapta bien a la vida en el laboratorio, se conservan y crian en jaulas que requiere poco
espacio y tiene un bajo costo de manutencién comparado con otros mamiferos (Pierce,
2005).
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Los ratones tienen camadas grandes (12 crias en promedio), son ddciles y faciles de
manejar. La produccion de gametos y los procesos reproductivos del raton es muy similar
a la de los seres humanos, solo que los tiempos son diferentes. En el raton el periodo de
gestacion dura 19-21 dias, alcanza la pubertad entre la quinta y sexta semana después
del nacimiento y pueden vivir mas de 2 afos, dependiendo de la cepa. El genoma de
ratén, esta distribuido en 19 pares de cromosomas autosémicos y un par de cromosomas

sexuales y tiene gran semejanza con el genoma humano (Pierce, 2005).

' El raton ‘
Mus musculus CARACTERISTICAS
‘ Taxonomia: Mamiferos
VENTAJAS Tamafo: 5-7.6 cm
-~ 20 gramos
+ Estrechamente relacionado - P Anatomia: Caracteristicas
con los seres humanos ot corporales tipicas
+ Tamano pe.queﬁ’o. 4 de los roedores
* Reproduccion rapida N & - Habitat: Campos, casasy
» Facil de criar en el laboratorio L otras construcciones
» Tolera la endogamia humanas
-
Ciclo de vida (i Ao non “W
y it 83 m e 8

- —_— 4 6 7 L] 9
T

/' BN TR U T TR T

Madurez\/_/ g\ \\T
TN TR [ Y ‘3

o \_ " 7 5
Espermatozoide ~ Ovocito Cromosomas
Fecundacion GENOMA
! Cromosomas: 19 pares
de cromosomas
autosémicosy 1 par
de cromosomas
Embrién

sexuales (2n=40)
Cantidad de DNA:  2.600 millones de
pares de bases

m e (1921 dias | Numero de genes: 26.762
N RNEt e Porcentaje de genes
Nacimiento s en comun con los

seres humanos: 99%
Tamano aprox. del gen:  40.000 pares

de bases
Genoma secuenciado /
en el ano: 2002

Figura 3. Caracteristicas del ratbn Mus musculus que permite utilizarlo como modelo
experimental (ftomada de Pierce, 2005).
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El ratén es utilizado en las pruebas de toxicologia del desarrollo, debido a que su proceso
reproductivo es muy similar a la de los seres humanos, incluyendo los mecanismos
bésicos ocurridos durante el desarrollo embrionario (Bolon, 2015). El desarrollo
embrionario y fetal del raton esta comprendido por varios periodos principales que son:
la concepcion, pre-implantacion, implantacion, organogénesis, y crecimiento fetal, cada
periodo puede ser dividido en varios eventos importantes mostrados en el Cuadro V.

El periodo de mayor sensibilidad a la induccién de alteraciones morfolégicas es la
organogénesis, ya que es el periodo donde se originan y desarrollan los 6rganos y
sistemas, por medio de la multiplicacion y diferenciacion celular. Al inicio de la
organogeénesis (dia 7.0), comienza el desarrollo del sistema nervioso, donde la placa
neural es el primer érgano embrionario que se especifica, la cual se plegara sobre si
misma y comenzara a fusionarse dando lugar al tubo neural, en un proceso llamado
neurulacion, que a traves del crecimiento y diferenciacion finalmente se desarrolla en el

cerebro y la médula espinal (Bolon y Ward, 2015; Chen et al., 2017).
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Cuadro V. Desarrollo embrionario y fetal del raton

Eventos

Dia gestacional (GD)

Concepcioén

Cigoto

Pre-implantacién

Mérula

Blastocisto

Implantacién

Gastrulacion

Inicio de la organogénesis

Placa neural (primordio del sistema nervioso central)
Pliegues neurales

Tubo cardiaco (primordio del corazon)

Pares de somita no.1

Pares de somitas no. 4-5 (formacién del tubo neural)
Diferenciacion de la cresta neural

Formacion de las tres vesiculas cerebrales primarias
(prosencéfalo, mesencéfalo, rombencéfalo)

Brote de la extremidad anterior

Brote de cola

Brote de extremidad superior

Meato auditivo (canal auditivo)

Pinnas

Fin de la organogénesis

Cierre de la hernia umbilical

Crecimiento fetal

Nacimiento

0.5
0.5-1.0
1-0
1.5-2.5
3.0-4.0
4.5-5.0
6.0-6.5
7.0-7.25
7.0-7.5
7.5

7.75
7.75-8.0
8.5

8.5

9.0

9.5-9.75
9.5-10.0
10.0-10.3
12.0-13.0
13.0-14.0
15.0
15.5-16.0
16.0-19-0
19.0

Datos tomados de Bolon y Ward, 2015; Chen et al., 2017
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3. Justificacion

El Tl es un contaminante ambiental y se considera peligroso para los mamiferos, en
particular para la salud humana ya que es altamente toxico independientemente de la via
de exposicion. Las mujeres embarazadas pueden estar en contacto con el Tl por los
alimentos, el aire, el agua y el humo de cigarros, ademas se sabe que el Tl es capaz de

atravesar la barrera placentaria y llegar al organismo en desarrollo.

En estudios recientes en el laboratorio de teratogénesis de la FES-Zaragoza realizados
con CH3sCOOTI administrado en ratones hembra prefadas, se encontré que el Tl produce
anormalidades externas en los fetos descendientes de las hembras tratadas ip en el dia
7 de gestacion, donde el mayor porcentaje de fetos que presentaron anormalidades
externas se presentoé en los grupos a los cuales se les administro las dosis de 4.62 y 9.25
mg/kg (53 y 72%, respectivamente), por lo que en este trabajo se aplicd una dosis de
5.28 mg/kg, que es una dosis intermedia entre las concentraciones ya trabajadas, a
ratones hembra prefiadas en el dia 7 de gestacion y se evaludé las anormalidades
externas y esqueléticas en los fetos. Por otra parte, se administr6 Cd como testigo
positivo, el cual se sabe produce efectos teratogénicos (defectos del tubo neural como
excencefalia) y embriotdxicos cuando se administra 3 mg/kg a ratonas prefiadas en el dia

7 u 8 de gestacion.

4. Hipétesis

Se sabe que el Tl atraviesa la barrera placentaria y provoca efectos en el desarrollo
embrionario y fetal cuando se aplica en el dia 7 de gestacién a ratonas prefiadas, ademas,
produce anormalidades externas en las dosis de 4.62 y 9.25 mg/kg, por lo tanto, si se
administra 5.28 mg/kg de CH3sCOOTI a ratones hembra prefiadas de la cepa CD-1 en el
dia 7 de gestacion, se espera encontrar un porcentaje entre el 53 y 72% de fetos que

presenten anormalidades externas y 0seas (dosis-dependiente).
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5. Objetivos

5.1 General

Evaluar los efectos sobre el desarrollo embrionario y fetal causados por el CHsCOOTI
(5.28 mg/kg) y CdCl2 (3 mg/kg) en los fetos de ratones hembra prefiadas de la cepa CD-
1 tratadas en el dia 7 de gestacion.

5.2 Particulares

e Evaluar la toxicidad materna de las hembras tratadas con CH3zCOOTI o CdCl».

e Evaluar la embriotoxicidad y fetotoxicidad de los descendientes de las hembras
tratadas.

e Evaluar las anormalidades externas de los fetos obtenidos.

e Evaluar las anormalidades esqueléticas 0seas y cartilaginosas de los fetos obtenidos.

6. Materiales y métodos

6.1 Compuestos quimicos

Provenientes de Sigma-Aldrich: Acetato de TI(l) (CHsCOOTI; CAS no. 563-68-8; Munich,
Germany; pureza del 97%), hidroxido de potasio (KOH) (CAS1310-58-3; Suiza; pureza
del 85%), azul alcian (CAS75881-23-1; India) y cloruro de Cd(Il) (CdClz; CAS no. 790-78-
5; Munich, Germany). Adquiridos de Pisa: agua inyectable (CAS no. 75592). Obtenidos
de HYCEL de México: rojo de alizarina (CAT 922; México).

6.2 Animales

Se utilizaron ratones hembras y machos de la cepa CD-1 de dos meses y medio a tres
meses de edad (entre 30-35 g de peso) proporcionados por el bioterio de la Facultad de
Estudios Superiores Zaragoza, Campus II, UNAM. Se mantuvieron en condiciones
controladas de bioterio con libre disposicion de agua y alimento, a 12 horas luz/12 horas

oscuridad (6 am/6 pm), a temperatura de 20 +5°C y 50 =+ 5 % de humedad.
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6.3 Cruza

La cruza se llevo a cabo colocando dos hembras con un macho, posteriormente se revisé
durante 5 dias la presencia de tapon vaginal, el cual est4 formado por semen gelificado
que persiste de 18 a 24 horas, la presencia de éste se consideré como el dia 0 del periodo
de gestacion.

6.4 Tratamiento con talio o cadmio

Se formaron tres grupos de diez hembras prefiadas, el primer grupo se traté con agua
inyectable, el segundo con 5.28 mg/kg de CH3sCOOQOT]I y el tercero con 3 mg/kg de CdCly,
a los cuales se les administro via ip una dosis Unica en el dia 7 de gestacion a las 08.00

am.

Se llevo un seguimiento diario del peso, asi como una evaluacion fisica de la madre para

registrar cualquier anomalia.

6.5 Sacrificio y obtencion de fetos

Independientemente del grupo (agua inyectable, tratados con CH3;COOTI o CdCl), las
hembras fueron sacrificadas por dislocacion cervical en el dia 18 de gestacion; se
retiraron y pesaron los cuernos uterinos de cada hembra, se procedio a la extraccion de
los fetos y se revisO su estatus vivo o muerto, asi como la presencia de reabsorciones
tempranas y tardias, clasificando por cuerno; se pesaron los fetos por cuerno uterino de
cada hembra (peso de la camada). Al terminar, los fetos se colocaron en frascos de vidrio

con alcohol al 70% para ser fijados durante dos semanas.
6.6 Evaluacion de la toxicidad embrionaria y fetal

Se registro el numero de fetos totales (por cada cuerno uterino), implantes totales, fetos

vivos, fetos muertos, reabsorciones tempranas y tardias y el peso fetal por camada.
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6.7 Evaluacién de anormalidades externas

Para la evaluacion de anormalidades externas se midio la longitud y se determiné el
género de cada feto, posteriormente se revisd en el estereoscopio (Nikon SMZ645)
cualquier anomalia encontrada en la cabeza, cuello, tronco, cola y extremidades

superiores e inferiores.

6.8 Tincion del esqueleto

Después de la revision externa cada camada se dividio en tres partes, 50% se fijaron en
solucion Bouin, 25% se tifio en rojo de alizarina para la revision esquelética, tincion simple
(TS) y 25% en rojo de alizarina y azul de alcian para la revisién de hueso-cartilago, doble
tincion (DT).

6.8.1 Tinciéon de hueso con rojo de alizarina

Los fetos fueron eviscerados y posteriormente se dejaron cinco dias en una solucion que
contenia rojo de alizarina (12 mg/L) e KOH al 1% (10g/L), después se colocaron en una
solucion de alcohol etilico-glicerina 1:1; por altimo, se transfirieron a glicerina pura para

su posterior evaluacion.

6.8.2 Tinciéon de hueso-cartilago con rojo de alizarina y azul de alcian

Se extrajeron las visceras de los fetos. Se preparo la solucidén de azul de alcian (100 mg/L
disuelto en 800 mL de etanol al 95% y 200 mL de acido acético glacial), la cual se calent6
y agito durante 1 hora para homogeneizar, los fetos se colocaron en esta solucion durante
21 dias (dos cambios de la solucién, por semana), terminado este proceso se dejaron
tefiir 5 dias en solucion que contenia rojo de alizarina (12 mg/L) e KOH al 1% (10g/L),
después se colocaron en solucion de alcohol etilico-glicerina 1:1; por ultimo, se

transfirieron a glicerina pura para su posterior evaluacion.
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6.9 Evaluacion de anormalidades esqueléticas

Para la evaluacién de anormalidades esqueléticas se procedié a revisar en el
estereoscopio (Nikon SMZ645) los huesos de la cabeza y del esqueleto axial y distal de
los fetos tefidos, tanto de la TS de rojo de alizarina (hueso) como de la DT de rojo de
alizarina y azul de alcian (hueso-cartilago).

La revision se llevo a cabo de la siguiente manera:

a) De la cabeza se revis6: huesos del craneo (mandibula, maxilar superior,
temporal, nasal, frontal, parietal, interparietal, supraoccipital, exoccipital), el hueso
hioides y hueso del oido (anillo timpanico).

b) Del esqueleto axial se revisd: huesos de la columna (vértebras cervicales y atlas,
vértebras toracicas, lumbares, sacras y coccigeas) y huesos de la caja toracica

(esternebras y costillas).

c) Del esqueleto distal se revisé: huesos de la cintura escapular (clavicula, y
escapula), huesos de las extremidades superiores (hamero, cubito, radio,
metacarpos, falanges proximales, medias y distales), huesos de la cintura pélvica
(ilion, isquion y pubis) y huesos de las extremidades inferiores (fémur, tibia,

peroné, metacarpos, falanges proximales, medias y distales).

6.10 Analisis estadistico

Todos los datos de los tratamientos del grupo de CH3COOTI o CdCl, se compararon
contra el grupo testigo. Se utilizé t de Student, para encontrar las diferencias significativas
en la ganancia de peso de la hembra, peso de la camada, peso de cada feto y la longitud
cefalocaudal de los fetos. Para el nUmero de reabsorciones, numero de fetos vivos y
muertos, anormalidades externas y anormalidades esqueléticas (huesos de la cabeza,
del esqueleto axial y distal) se empled ji2. En todos los casos se considero significativo

cuando presentaban una p<0.05.
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7. Resultados

7.1 Toxicidad materna

En el cuadro VI se muestran los resultados obtenidos de la diferencia de peso (final
menos inicial) de las hembras tratadas con CH3COOTI o CdCl. por via ip en el dia siete
de gestacion, donde a pesar de que se registré disminucion de peso en el grupo tratado
con CH3COOTI este no fue estadisticamente significativo. Por su parte, en el grupo
tratado con CdCl> el peso corporal materno disminuyd estadisticamente, donde la

diferencia es aproximadamente de 10 gramos.

Cuadro VI. Registro de peso de las hembras tratadas con CH3;COOTI o CdCl; en el

dia 7 de gestacion.

Tratamiento en mg/kg

CHACOOTI cdcl;
0 (Testigo) 5.28 3
Numero de hembras 10 10 10
Ganancia de peso (g) 3162+ 625  2839+6.88 2158 +8.84*

X + DE

Ganancia de peso: peso final menos peso inicial.

X+ DE, media + desviacion estandar.
* P<0.05 vs. Grupo testigo (t de Student).
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7.2 Toxicidad embrionaria y fetal
En el cuadro VIl se muestran los resultados obtenidos de las camadas tratadas con

CH3COOTI o CdCl2 por via ip en el dia siete de gestacion, al momento del sacrificio.

En el grupo tratado con CH3sCOOTI se observé aumento en el total de reabsorciones y
disminucién en el peso de la camada y de cada feto, mientras que en el grupo tratado
con CdCl, ademas se observo disminucion en el nimero de fetos vivos por camada y

disminucién en la longitud de los fetos.

Cuadro VII. Datos de la toxicidad embrionaria y fetal de las camadas tratadas con
CH3;COOTI o CdCl. en el dia 7 de gestacion.

Tratamiento en mg/kg

CH3COOTI CdCl,

0 (Testigo) 5.28 3
Camadas revisadas 10 10 10
Implantes totales 152 141 127
(X = DE) por camada (15.2 £ 2.39) (14.1 £ 2.42) (12.7 £ 4.69)
Fetos vivos totales 147 127 84**
(X £ DE) por camada (14.7 £ 2.35) (12.7 £ 2.58) (8.4 +£5.25)
Fetos muertos totales 0 1 8**
(X £ DE) por camada (0.1 £0.31) (0.8 +1.47)
Hembras con reabsorciones (%) 4 (40) 8 (80) 10 (100)
Total de reabsorciones 5 13** 35**
(X £ DE) (0.5+0.7) (1.3 £0.94) (3.5 +£3.89)
Peso de la camada
X + DE 24.92 + 3.62 17.29 + 5.5* 13.99+ 8.37*
Peso de cada feto
X + DE 1.69 +0.12 1.34 +0.29* 1.55 +0.56
Longitud de fetos en cm 2.4+0.07 2.2+0.24 2.1+ 0.14*

X + DE

X + DE, media + desviacion estandar.
* P<0.05 vs. Grupo testigo (t de Student).

** P<0.05 vs. Grupo testigo (ji?).

27



7.3 Anormalidades externas

En el cuadro VIII se muestran los resultados obtenidos de la revisién externa de los fetos.
En la descendencia de las ratonas tratadas con CHsCOOTI se observé aumento
significativo en la cantidad de fetos con fontanelas més abiertas de lo normal, tronco de
lado, variaciones en cola, extremidades superiores e inferiores, canal en la espalda y
hematoma (Figura 4), en tanto que en el grupo tratado con CdCl> presentd incremento
en los fetos con excencefalia, tronco de lado, variaciones en cola, extremidades

superiores e inferiores y microtia (Figura 5).

Cuadro VIIl. Evaluacion externa de los fetos obtenidos de las hembras tratadas
con CH3COOTI o CdCl; en el dia 7 de gestacion.

Tratamiento en mg/kg

CH3COOTI CdCl;

0 (Testigo) 5.28 3
Camadas revisadas 10 10 10
Fetos revisados 147 127 91
Fetos con anormalidades externas encontradas (%):
Excencefalia 0 0 68 (74.7)**
Fontanelas abiertas 0 16 (12.5)** 0
Microtia 0 0 24 (26.3)**
Tronco de lado 2 (1.3) 59 (46.4)** 15 (16.4)**
Extremidades superiores rotadas 0 13 (10.2)** 6 (6.59)**
Extremidades inferiores rotadas 19 (12.9) 61 (48)** 66 (72.5)**
Variaciones en cola 2 (1.36) 28 (22)** 10 (10.9)**
Canal en la espalda 0 22 (17.3)** 0
Hematoma 0 23 (18.1)** 0
Fetos con al menos una 21 (14.2) 106 (83.4)* 91 (100)**

anormalidad (%)

** P<0.05 vs. Grupo testigo (ji?).
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Figura 4. Anormalidades externas observadas en los fetos de hembras tratadas con 5.28 mg/kg
de CHsCOOTI en el dia 7 de gestacion. a) Se muestra el testigo en posicion frontal; b) tronco de
lado; c) extremidad inferior derecha rotada; d) testigo en posicion lateral; ) extremidad superior
derecha rotada,; f) canal en la espalda; g) fontanelas abiertas.
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Figura 5. Anormalidades externas observadas en los fetos de hembras tratadas con 3 mg/kg de
CdCl; en el dia 7 de gestacion. a) Se muestra el testigo en posicion frontal; b) extremidad inferior
derecha rotada; c) testigo en posicion lateral; d) excencefalia; e) extremidad superior izquierda
rotada; f) microtia.
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7.4 Anormalidades esqueléticas

7.4.1 Craneo

En el cuadro IX se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion de los huesos del
craneo de la TS (hueso) y DT (hueso-cartilago) de los fetos de las hembras tratadas con
CH3COOQOTI o CdCla.

La descendencia tratada con CHzCOOTI presenté aumento significativo en la osificacion
incompleta del hueso nasal, frontal, parietal, interparietal y supraoccipital (Figura 6b),
mientras que en el grupo tratado con CdCl, se encontr¢ osificacion incompleta del hueso
frontal, exoccipital, maxilar y hueso temporal, también ausencia del hueso frontal, parietal,

interpariental, supraoccipital y hueso temporal (Figura 7b).
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Cuadro IX. Evaluacion de los huesos del craneo TS y DT de los fetos provenientes de las
hembras tratadas con CHzCOOTI o CdCl; en el dia 7 de gestacion.

Tratamiento en mg/Kg

CHsCOOTI CdCl
0 (Testigo) 5.28 3
TS DT TS DT TS DT
Fetos revisados 34 41 32 26 23 22
Tipo de variacion en el craneo (%):
Nasal o 0 0 4 (12.5)* 2 (7.69) 1(4.3) 1 (4.5)
Frontal o 0 0 7 (21.8)*  5(19.2)*  9(39.1)** 8 (36.3)**
AU 0 0 0 0 9 (39.1)* 7 (31.8)*
Parietal o 0 0 8 (25)** 5(19.2)* 1 (4.3) 0
AU 0 0 0 0 17 (73.9)** 15 (68.1)**
Interparietal Ol 0 0 10 (31.2)** 6 (23)** 0 0
AU 0 0 0 0 17 (73.9)** 15 (68.1)**
Supraoccipital Ol 1(294) 0 19 (59.3)** 15 (57.6)** 3(13) 0
AU 0 0 0 0 17 (73.9)** 15 (68.1)**
Exoccipital Ol 0 0 0 1(3.84) 2 (8.6) 11 (50)**
Maxilar o o0 0 0 2 (7.69) 9 (39.1)** 6 (27.2)**
;Lr‘fsgral o 0 1(2.43) 1(3.12) 3 (11.5) 4 (17.3)* 8 (36.3)*
AU O 0 0 0 13 (56.5)** 7 (31.8)**
Fetos con al menos ; , gy 1 o 4) 21 (B5.6)* 18 (69.2)* 20 (86.9)** 20 (90.9)*

una anormalidad (%)

Tincidén simple (TS), Doble tincion (DT), Osificacion incompleta (Ol), Ausente (AU).
** P<0.05 vs. Grupo testigo (ji?).
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7.4.2 Esqueleto axial
En el cuadro X se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion del esqueleto axial

de la TS (hueso) y DT (hueso-cartilago).

La descendencia tratada con CHsCOOTI presenté aumento significativo en costillas
rudimentarias y cortas, esternebras con osificacion incompleta, asimétricas, forma de
pesa, bipartitas y ausentes (Figura 6 c, e y f); mientras que, en el grupo tratado con CdCl>
se encontré vértebras cervicales y atlas con osificacion incompleta y engrosados,
vértebras toracicas con osificacion incompleta, unilateral, rudimentarias, fusionadas,
bipartitas, en forma de pesa, planas y asimétricas, costillas rudimentarias, onduladas,
bifurcadas y fusionadas, vértebras lumbares en forma de pesa, esternebras con
osificacion incompleta, asimétricas, bipartitas, en forma de pesa, fusionadas y ausentes

(Figura7c,e,f,gei).
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Cuadro X. Evaluacion del esqueleto axial TS y DT de los fetos provenientes de las hembras tratadas con
CH3COOQOTI o CdCl; en el dia 7 de gestacion.

Tratamiento en mg/kg

CHsCOOTI CdCl
0 (Testigo) 5.28 3
TS DT TS DT TS DT
Fetos revisados 34 41 32 26 23 22
Tipo de variacion en el esqueleto axial (%):
;/irttlzgras cervicales ol 0 0 0 0 0 8 (36.3)*
ENG 0 0 0 0 13 (56.5)* 9 (40.9)**
Vértebras toracicas Ol 0 0 0 0 4 (17.3)** 0
RU 0 0 0 0 8 (34.7)** 8 (36.3)**
FU O 0 0 0 9 (39.1)** 5 (22.7)**
BI 0 0 0 0 3(13.04)** 6 (27.2)**
FP 0 0 0 0 8 (34.7)** 7 (31.8)**
PL O 0 0 0 3(13.04)**  8(36.3)**
AS 0 0 0 0 3(13.04)** 9 (40.9)**
ouU o0 0 0 0 7(30.04)** 3 (13.6)**
Costillas co o0 1(2.43)  3(9.37) 5(19.2)*  1(4.3) 1 (4.5)
RU 2(5.88) 1(2.43) 12 (37.5)** 6 (23)** 2 (8.6) 4 (18.1)**
OND 0 0 0 1(3.84) 0 3 (13.6)**
BIF 0 0 0 0 4 (17.3)% 3 (13.6)**
FU 0 0 0 0 7 (30.4)* 8 (36.3)**
Vértebras lumbares  FP 0 0 0 0 0 4 (18.1)**
Esternebras ol 1(2.94) 0 3(9.37) 4 (15.3)** 5 (21.7)** 1(4.5)
AU O 0 4 (125 O 5 (21.7)** 5 (22.7)
BI 1(2.94) 1(2.43) 8(25)*  3(115) 7 (30.4)** 5 (22.7)**

AS 3(88)  4(9.7) 12 (37.5)* 14 (53.8)** 14 (60.8)** 20 (90.9)**
FP 2(5.88) 0 0 3(115)*  4(17.3) 3 (13.6)*
FU © 0 0 0 4 (17.3)* 0

Fetos con al menos una

anormalidad (%) 10 (29.4) 6(14.6)  25(78.1)* 22 (84.6)** 23 (100) 22 (100)

Tincién simple (TS), Doble tincion (DT), Osificacion incompleta (Ol), Ausente (AU), Bipartita (Bl), Rudimentaria
(RU), Asimétrica (AS), Forma de pesa (FP), Corta (CO), Ondulada (OND), Fusién (FU), Engrosado (ENG),
Bifurcada (BIF), Plano (PL), Osificacion unilateral (OU).

** P<0.05 vs. Grupo testigo (ji?).
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7.4.3 Esqueleto distal

7.4.3.1 Huesos de las extremidades superiores

En el cuadro Xl se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion de los huesos de
las extremidades superiores de la TS o DT. Los resultados de las falanges se presentan
como numero de falanges tefiidas observadas en los fetos revisados, entre el nimero

gue debe presentar un feto normal multiplicado por el total de fetos revisados.

La descendencia tratada con CHsCOOTI presenté disminuciéon estadisticamente
significativa en el numero de huesos de las falanges proximales, medias y distales
(Figura 6h); sin embargo, en el grupo de CdCl; a pesar de observar disminucién en el

numero de huesos, este no fue diferente al compararlo con el grupo testigo.

Cuadro Xl. Evaluacion de huesos de las extremidades superiores TS y DT de los fetos
provenientes de las hembras tratadas con CHs;COOT o CdCl; en el dia 7 de gestacion.

Tratamiento en mg/Kg

CH3COOTI CdCl;
0 (Testigo) 5.28 3
TS DT TS DT TS DT
Fetos revisados 34 41 32 26 23 22

Tipo de variacién en extremidades superiores (%):

Falanges No.de 136/136 156/164 99/128 47/104 82/92 64/88
proximales huesos (100%) (95.1%) (77.3%) (45.1%)** (89.1%) (72.7%)

Falanges No.de 112/136 108/164 64/128 32/104 59/92 40/88

medias huesos (82.3%) (65.8%)  (53.1%)* (30.7%)** (64.1%) (45.4%)
Falanges  No.de 170/170 147/205 115/160 28/130  110/115 65/110
distales huesos (100%)  (71.7%)  (71.8%)** (19.2%)** (95.6%) (59.0%)

Fetos con al menos
una anormalidad (%)
Tincién simple (TS), Doble tincién (DT)
** P<0.05 vs. Grupo testigo (ji%)

23 (67.6) 26 (63.4) 23 (71.8) 22(84.6) 16 (69.5) 19 (86.3)
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7.4.3.2 Huesos de las extremidades inferiores
En el cuadro Xll se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion de los huesos de

las extremidades inferiores de la TS y DT.

La descendencia tratada con CH3COOTI presentd disminucién en el nUmero de huesos
de las falanges proximales, medias y distales (Figura 6j), mientras que en el tratamiento
con CdCl, resulté solo en la disminucion en el nimero de huesos de las falanges
proximales y medias. En la TS del grupo tratado con CdCl; se observé que el porcentaje
de las falanges distales fue mayor al 100%, esto se debe a que se encontré un feto con

polidactilia y por consiguiente dos falanges distales mas.

Cuadro Xll. Evaluacion de huesos de las extremidades inferiores TS y DT de los fetos
provenientes de las hembras tratadas con CH3;COOTI o CdCl; en el dia 7 de gestacion.

Tratamiento en mg/Kg

CH3COOTI CdCl;
0 (Testigo) 5.28 3
TS DT TS DT TS DT
Fetos revisados 34 41 32 26 23 22

Tipo de variacidén en extremidades superiores (%):

Falanges No.de 136/136 146/164 90/128 46/104 69/92 50/88
proximales huesos (100%) (89.0%) (70.3%) (44.2%)** (75%) (56.8%)**

Falanges No.de 109/136 68/164  58/128  24/104  25/92 13/88
medias huesos (80.1%) (41.4%)  (45.3%)** (23.0%)** (27.1%)** (14.7%)**

Falanges No.de 170/170 150/205 124/160 22/130  117/115 65/110
distales huesos (100%)  (73.1%) (77.5%) (16.9%)** (101.7%) (59.0%)

Fetos con al menos
una anormalidad (%)

Tincién simple (TS), Doble tincion (DT).
** P<0.05 vs. Grupo testigo (ji?).

15 (44.1) 31(75.6) 22 (68.7) 23(88.4) 22(95.6) 21 (95.4)
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Figura 6. Anormalidades esqueléticas observadas en los fetos de hembras tratadas con 5.28 mg/kg
de CHs;COOTI en el dia 7 de gestacién. a) Se muestra el testigo, huesos del craneo sin
anormalidades; b) osificacion incompleta en los huesos frontal, parietal, interparietal vy
supraoccipital; ¢) costilla rudimentaria; d) testigo, sin anormalidades en esternebras; e) esternebras
asimétricas; f) esternebra bipartita; g) testigo, sin anormalidades en falanges de las extremidades
superiores; h) huesos de las falanges de las extremidades superiores sin tefiir; i) testigo, sin
anormalidades en falanges de las extremidades inferiores; j) huesos de las falanges de las
extremidades inferiores sin tefiir.
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Figura 7. Anormalidades esqueléticas observadas en los fetos de hembras tratadas con 3 mg/kg
de CdCl; en el dia 7 de gestacion. a) Se muestra el testigo, huesos del craneo sin anormalidades;
b) huesos frontal, parietal, interparietal y supraoccipital ausentes; c) atlas engrosado; d) testigo,
sin anormalidades en huesos del craneo; e) hueso temporal ausente; f) costilla fusionada; g)
vertebras con anormalidades; h) testigo, sin anormalidades en esternebras; i) esternebra bipartita,
asimétrica y fusionada.
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En la Figura 8 se muestra el porcentaje de fetos con al menos una anormalidad en los
huesos del craneo, esqueleto axial y esqueleto distal (extremidades superiores e
inferiores) tanto de la TS de hueso (rojo de alizarina) como de la DT de hueso-cartilago
(rojo de alizarina y azul de alcian), de los grupos tratados con 5.28 mg/kg de CH3sCOOTI
0 3 mg/kg de CdCla.

En estos resultados se puede observar aumento estadisticamente significativo en los
fetos con al menos una anormalidad en los huesos del craneo y esqueleto axial en ambas
tinciones en los grupos tratados con los compuestos metélicos, siendo el CdCl. el que
presenta valores mas altos. Por otra parte, en las extremidades superiores e inferiores
de ambos grupos tratados y ambas tinciones, también se observa aumento en el
porcentaje de fetos con al menos una anormalidad en hueso comparados con el grupo

testigo, aunque estos ultimos no fueron significativos.
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Figura 8. Porcentaje de fetos con al menos una anormalidad en hueso, en el dia 18 de
gestacion, en los grupos tratados con 5.28 mg/kg de CHsCOOTI o 3 mg/kg de CdCl;
comparados con el grupo testigo. TS, tincion simple (rojo alizarina); DT, doble tincion (rojo
alizarina y azul alcian). **P<0.05 vs. Grupo testigo (ji?).
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8. Discusién

El incremento de la exposicion de Tl en la poblacion ha aumentado la preocupacion por
la salud humana, particularmente en los efectos adversos asociados con la etapa
prenatal, ya que se sabe que el organismo en desarrollo en las primeras etapas es mas
vulnerable a exposiciones quimicas exdgenas debido a su rapido desarrollo y actividades
metabdlicas incompletas (Xia et al., 2016; Kim et al., 2018). EI Tl es uno de los 13 metales
contaminantes prioritarios, en los mamiferos es considerado por algunos autores mas
toxico que el Cd (Xiao et al., 2012). Debido a la contaminacion industrial, se han
registrado altas concentraciones de Tl durante el embarazo, que se asocia a un mayor
riesgo de anomalias congénitas (Xia et al., 2016). Los informes de casos epidemioldgicos
reportaron que la exposicion al Tl puede dar lugar a nacimientos prematuros y bajo peso

al nacer (Hoffman y Hoffman, 2000).

8.1 Toxicidad materna

La toxicidad materna se define como cualquier tipo de efecto adverso en la madre, por
ejemplo, signos clinicos adversos (alopecia, sangrado vaginal, diarrea, vémito, entre
otros) reducciones en el peso corporal materno o muerte materna (Danielsson, 2013).
Los parametros de toxicidad materna analizados en este trabajo (peso de la hembra y
signos de toxicidad) no mostraron diferencia en las hembras tratadas con CHsCOOTI en
comparacion con el testigo, por lo cual, podemos decir que no se observé ningun signo
de toxicidad materna, al igual que lo reportado por Alvarez-Barrera et al., (2019), que a
dosis de 18.5, 9.25 y 4.62 mg/kg de CH3:COOTI administradas ip el dia 7 de gestacion en

ratones hembra prefiadas de la cepa CD-1 tampoco encontraron toxicidad materna.

El grupo de hembras tratadas con CdCl. presento toxicidad materna, ya que en la
evaluacion se observd disminucion de la ganancia del peso corporal materno, sin
embargo en otros estudios con ratones hembra prefiadas de la cepa ICR tratadas via ip
con dosis de 1.5 mg/kg de CdCl: en el dia 7 de gestacion (Arguelles-Velazquez et al.,
2013), 2.5 0 5 mg/kg de CdClI: en el dia 8 de gestacidén (Zhang et al., 2016) y 4.5 mg/kg
CdCl, en el dia 9 de gestacion (Wang et al., 2012), no reportaron signos de toxicidad

materna.

40



8.2 Toxicidad embrionaria y fetal

La etapa embrionaria ocurre desde la gestacion hasta el final de la organogénesis
(formacién de los 6rganos), mientras que la etapa fetal al término de la organogénesis
hasta el nacimiento. La toxicidad embrionaria o fetal de los agentes teratégenos puede
abarcar cualquiera de estas dos etapas y ocasionar letalidad embrionaria o fetal la cual
se obtienen al examinar el nUmero y la estructura de los sitios de implantacion y/o la
descendencia dentro del Gtero materno. Las mediciones comunes abordan tanto la
cantidad de fetos por camada como su calidad (nUmero de fetos vivos o muertos,
malformados, niumeros de sitios de implantacion viables y reabsorciones tempranas o
tardias). Otro indicador de toxicidad embrionaria o fetal es la disminucién del peso
corporal y longitud fetal (Bolon y Rousseaux, 2015).

En el presente trabajo se observd signos de toxicidad embrionaria y fetal en la
descendencia por la administracion del CHsCOOTI, lo anterior se refleja en el aumento
del numero de hembras que presentaron reabsorciones, asi como el total de
reabsorciones en mas del doble, también por la disminucion en el peso de la camada y
en el peso de cada feto. Gibson y Becker (1970) al tratar via ip ratas prefiadas con 2.5
mg/kg de TI.SOa, durante la fase temprana (dias de gestacion 8, 9 y 10), observaron
reduccion del peso corporal de los fetos. Lo mismo que Barroso-Moguel et al., (1996),
guienes encontraron reduccion de la talla cuando administraron via ip 16 mg/kg de
CH3COOTI en el dia 1 postnatal. Sin embargo, Alvarez-Barrera et al., (2019), no
reportaron disminucion del peso fetal, al administrar via ip en el dia 7 de gestacion, en

ninguna de las tres dosis aplicadas.

En el grupo tratado con CdCl, se observo signos de toxicidad embrionaria y fetal ya que
todas las hembras presentaron reabsorciones, el total de reabsorciones y el nUmero de
fetos muertos aumentd, ademas disminuyeron los fetos vivos por camada, el peso de la
camada Yy la longitud de los fetos. En estudios con ratonas prefiadas de la cepa ICR
tratadas via ip con CdCl; se reporté toxicidad embrionaria y fetal al administrar una dosis
de 1.5 mg/kg en el dia 7 de gestacion (Arguelles-Velazquez et al., 2013). Por su parte,

Zhang et al., (2016) reportaron aumento de los fetos muertos y disminucién del peso y la
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longitud de los fetos en dosis de 2.5 0 5 mg/kg en el dia 8 de gestacién. Por ultimo, Wang
et al., (2012) empleando el mismo modelo murino reportaron disminucion del peso y la
longitud de los fetos al aplicar una dosis de 4.5 mg/kg de CdCl2 en el dia 9 de gestacion.

8.3 Anormalidades externas

Las anormalidades se pueden definir como trastornos estructurales o funcionales que se
producen durante la vida intrauterina. Las anomalias mayores (malformaciones) son
cambios estructurales permanentes que afectan adversamente la supervivencia o la
salud de la especie investigada, mientras que las anomalias menores (variaciones) se
considera que tiene un efecto perjudicial pequefio o no tiene (Rojas y Walker, 2012;
Chahoud et al., 2015; DeSesso y Scialli, 2018).

En la revision externa de los fetos obtenidos de CH3COOTI se encontré que el 83.4% de
los fetos presentaron al menos una anormalidad externa; por ejemplo, las encontradas
en tronco (46%), extremidades superiores (10%) e inferiores (48%), las fontanelas mas
abiertas de lo normal (12%), canal en la espalda (17%) y hematoma (18%). Las
anormalidades encontradas como fontanelas mas abiertas de lo normal, canal en la
espalda y hematomas las consideramos variaciones, debido a que no se conoce bien si

son permanentes, dafien la calidad de vida del producto o lo pongan en riesgo.

Alvarez-Barrera et al., (2019) empleando el mismo protocolo experimental y el mismo
compuesto, pero diferentes dosis (18.5, 9.25 y 4.62 mg/kg), mostraron que el porcentaje
de los fetos que presentaron anormalidades fue menor (46, 72 y 53%, respectivamente),
en comparacion con la dosis administrada en el presente trabajo (83.4%). Asimismo, no

observaron fontanelas mas abiertas de lo normal, canal en la espalda, ni hematoma.

El aumento del 54% de las extremidades inferiores rotadas y estiradas, asi como el
aumento del 50% de las extremidades superiores estiradas, que son las variaciones con
mayor frecuencia encontradas en este trabajo, se pueden deber a atrofia muscular

progresiva que es capaz de inducir el Tl de acuerdo con lo reportado por Barroso-Moguel
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et al., (1996), quienes administraron una dosis de 16 mg/kg de CH3zCOOTI en el dia 1

postnatal a ratas recién nacidas.

Por otro lado, en los fetos revisados tratados con CdCl, también se encontré que el 100%
de los fetos presentaron al menos una anormalidad en tronco, extremidades superiores
e inferiores, cola, excencefalia y microtia (16, 6, 72, 10, 74y 26 %, respectivamente). Una
de las anomalias encontradas con mayor frecuencia fue la excencefalia la cual esta
clasificada dentro de las malformaciones que es considerada anomalia mayor, la cual

compromete la supervivencia y es un cambio estructural permanente.

En la literatura existen diversos estudios que respaldan la induccién de anormalidades
externas por el Cd cuando se administra durante el desarrollo. Zhang et al., (2016)
reportaron aumento de los fetos con defectos del tubo neural después de tratar ratones
hembra prefiadas de la cepa ICR via ip, el 33% en una dosis de 2.5 mg/kg y el 75% en
una dosis de 5 mg/kg de CdCl: en el dia 8 de gestacion, Arguelles-Velazquez et al., (2013)
reportaron excencefalia en los fetos descendientes de ratonas prefiadas tratadas via ip
con dosis de 1.5 mg/kg de CdClz en el dia 7 de gestacion. Por otro lado, Wang et al.,
(2012) no encontraron defectos del tubo neural al tratar ratonas prefiadas de la cepa ICR

via ip con dosis de 4.5 mg/kg de CdCl2 en el dia 9 de gestacion.

Webster y Messerle (1980) reportaron que la administracion via ip de 4 mg/kg de CdCl>
en el ratén produce defectos en el tubo neural como excencefalia cuando se administra
en el dia 7 u 8 de gestacion; Los mismos autores en 1982 encontraron que la
administraciéon con el mismo compuesto y la misma dosis en el dia 8, 9 0 10 de gestacién
produce reduccién en las extremidades superiores e inferiores, hipertrofia, sindactilia y
polidactilia en extremidades inferiores; por dltimo, Layton y Layton (1979) reportaron que
la administracion de CdSOs ip a ratones CD-1 en el dia 9 de gestacion provoco

malformaciones de las extremidades, la cara, el tronco y la cola.
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8.4 Anormalidades esqueléticas

La tincion del esqueleto fetal es un método importante en el desarrollo de estudios
toxicoldgicos, ya que permite una observacion réapida y detallada de los huesos
(Menegola et. al., 2001). La diafanizacion o transparentacion es una técnica de
conservacion anatomica que transparenta (despigmenta o aclara) los tejidos blandos
para equilibrar el indice de refraccion de la luz dentro de un organismo y fuera de este, y
que tifie (pigmenta) los tejidos mineralizados para visualizar los componentes 6seos y

cartilaginosos (Sandoval et. al., 2016).

En el presente trabajo con CH3sCOOTI se observo anormalidades esqueléticas en craneo
(65%), esqueleto axial (78%) y distal. Por lo que 5.28 mg/kg de CH3sCOOTI produce
principalmente osificacion incompleta en los huesos del craneo y anormalidades en
costillas, esternebras y falanges. Alvarez-Barrera et al., (2019), encontraron
anormalidades esqueléticas como retraso en la osificacion en los huesos del craneo,
esqueleto axial (esternebras y costillas) y distal al administrar ip diferentes dosis de
CH3COOT]I a ratones hembra prefiadas de la cepa CD-1 tratadas en el dia 7 de gestacion;
Barroso-Moguel et al., (1992) reportaron efectos sobre el desarrollo esquelético al tratar
ip ratas recién nacidas con 32 mg/kg de CH3COOTI en el dia 1 postnatal, por ejemplo,
retraso en la osificacion de las extremidades superiores, ademas encontraron que las
células cartilaginosas estaban alteradas o muertas, con disminucioén del cartilago y

trabéculas 6seas escasas.

Gibson y Becker (1970) encontraron falta de osificacion en vertebras al tratar via ip ratas
prefiadas de la cepa Sprague-Dawley con 2.5 mg/kg de TI1>SOa4, durante la fase temprana
(dias de gestacion 8, 9 y 10). Hall (1972) reporto retraso en la osificacion en embriones
de pollo, donde se redujo el crecimiento de los huesos largos y se formaron areas de
cartilago necroético, al administrar 0.6 mg/huevo de TI>SO4 en el dia 7 de incubacion. Este
autor en 1977 observd que la administracion de 0.6 mg/huevo de TI.SO4 en una dosis
Unica el dia 5, 6, 7 u 8 de incubacién, provoca crecimiento reducido de la tibia, angulacion

tibial y necrosis condrocitica.
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Es interesante sefialar que en el grupo tratado con CH3COOTI los 16 fetos que
presentaron fontanelas mas abiertas de lo normal, de los cuales 3 se tifieron con TSy 4
con DT, al mismo tiempo presentaban osificacion incompleta en los huesos frontal,
parietal, interparietal y supraoccipital (Figura 4g y Figura 6b), pero no podemos saber si
estos efectos son permanentes y dafen la calidad de vida o pongan en riesgo al
organismo, se tendrian que hacer estudios postnatales para comprobar que el Tl es un

agente teratogénico.

Por otro lado, en los fetos de las hembras tratadas con CdCl, también se observo
anormalidades esqueléticas en craneo (86%), esqueleto axial (100%) y distal. Por lo que
se puede decir que el Cd afecta el proceso de osificacion en los fetos de las hembras
tratadas con 3 mg/kg de CdCl.. Gale y Layton (1980) reportaron anormalidades
esqueléticas como costillas fusionadas en hamsteres tratados por via intravenosa en una
sola dosis con 2 mg/kg de CdSOg en el dia 8 de gestacion; Ferm (1971) reporté defectos

de las costillas en hamsteres dorados tratados con CdSOas en el dia 8 0 9 de gestacion.

Es interesante sefialar que en el grupo tratado con CdCl. los fetos que presentaron
excencefalia, tenian ausencia de los huesos frontal, parietal, interparietal, supraoccipital
(Figura 5d y Figura 7b), lo que confirma la falta de huesos craneales que contengan la
masa cefalica. Esta es una malformacion permanente que afecta la supervivencia del

organismo, por lo que se comprueba que el Cd es un agente teratogénico.

Se han sugerido varios mecanismos por los cuales el Cd produce efectos teratogénicos,
gue incluyen mimetismo iénico y molecular ya que el Cd puede interactuar con
transportadores de membrana involucrados en la absorcién de calcio (Ca), hierro (Fe) y
Zn a través de un proceso de "mimetismo idnico". Se cree gque los canales de Ca estan
involucrados en la absorcion de Cd en ciertos tejidos, debido a la similitud de los radios
idnicos entre Cd y Ca. Se ha estimado que entre el 30 y el 50% del Cd ingresa a las
células a través de los canales de Ca. Ademas de interferir con los procesos de transporte

celular, también el Cd puede sustituir a los metales nutritivos en varias enzimas y

45



moléculas de adhesion celular. Otros mecanismos sugeridos son el estrés oxidativo,

apoptosis, genotoxicidad y alteracion del ciclo celular (Thompson y Bannigan, 2008).

Los efectos toxicos observados en los fetos pueden ser resultado de la distribucion y
acumulacion fetal de Cd y de alteraciones placentarias. El Cd induce concentraciones
mas bajas de micronutrientes en los fetos que puede afectar el desarrollo normal,
asimismo, influir en el recambio 6seo al interrumpir la absorcion de Ca debido a la
competencia por sus transportadores. Los cambios placentarios desempefian un papel
fundamental en la toxicidad prenatal porque modifican su capacidad de producir
hormonas y alterar su funcion en la transferencia de oxigeno y nutrientes (Jacobo-Estrada
et al., 2017).

La deficiencia inducida por Cd en la transferencia materna de nutrientes, por ejemplo, la
glucosa y elementos esenciales como Cu, Ca, sodio (Na), K, Zn y Fe, induce reducciéon
del peso corporal y la muerte fetal, esta transferencia reducida puede deberse a la
disminucién en los niveles de proteinas de los transportadores y la competencia entre el
Cd y otros metales por sus transportadores. Los defectos del tubo neural, entre ellos, la
excencefalia, inducidos por el Cd pueden ser el resultado de un menor contenido de folato
en los embriones, desencadenado por la disminucion de la expresion de transportadores
de folato en la placenta. La evidencia muestra que Cd puede alterar la expresion de entre
20 y 30 genes involucrados en el desarrollo del SNC en dos cepas de ratones (Swiss y
C57BL / 6J) (Jacobo-Estrada et al., 2017).

Los mecanismos por los cuales el Tl produce anormalidades no se conocen tan bien en
comparacion con los del Cd, se sabe que el Tl al ingresa al organismo, es absorbido y
distribuido facilmente por todo el cuerpo debido a la similitud que tiene con los iones de
potasio K!*, también puede atravesar la barrera placentaria y producir efectos téxicos en

el desarrollo embrionario y fetal.
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Las anormalidades producidas en los fetos tratados pueden deberse a que el Tl afecta la
division celular e induce dafio en el ADN y los cromosomas, ademas de modificar la
expresion de proteinas, lo que inhibe las transiciones del ciclo celular induciendo la
detenciéon celular o la apoptosis celular, también disminuye la sintesis de
glicosaminoglicanos, por lo tanto, retrasa el depésito en la matriz extracelular (Alvarez-
Barrera et al., 2019).

Respecto a como produce anormalidades en los huesos, el Tl podria estar reduciendo la
proliferacion celular o podria bloquear las células, perjudicando el crecimiento 0seo y
afectando el hueso osteoclastico y las células osteoblasticas, interfiriendo con los
procesos de remodelacion 6sea mediante la reduccion de osteocitos, a través de la
disminuciéon de la capacidad de sintesis de estas células al inhibir la formacién de los
osteoblastos, que son los principales responsables de la produccion y la mineralizacion

de matriz 6sea (Alvarez-Barrera et al., 2019).

Comparando los efectos producidos por el CH3COOTI y CdCl> que se muestra en el
Cuadro XIll, todos los parametros analizados en este trabajo indican que el Cd es mas
toxico que el Tl, ya que el grupo tratado con CdCl> si presentd toxicidad materna y
toxicidad embrionaria y fetal con signos severos como muerte fetal y mayor niamero de
reabsorciones, el porcentaje de anormalidades externas fue del 100% y los porcentajes
de las anormalidades esqueléticas fueron altos (100%), donde se encontré ausencia de
los huesos del crdneo en los fetos que presentaron excencefalia, la cual es una
malformacion que compromete la supervivencia y es un cambio estructural permanente.
En comparacion en el grupo tratado con CH3COOTI! solo se encontro toxicidad
embrionaria y fetal, el porcentaje de anormalidades externas fue menor que los tratados
con CdCl» y también los porcentajes de anormalidades esqueléticas fueron altos, pero no

se presentd ninguna anomalia mayor.
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Cuadro XIIl. Comparacion de los efectos sobre el desarrollo embrionario y fetal en los grupos tratados
con CHsCOOTI y CdClz en el dia 7 de gestacion.

Anormalidades esqueléticas (%)

Toxicidad | Toxicidad | Anormalidades | Cabeza | Esqueleto Esqueleto distal
materna | embrionaria | externas (%) axial (falanges de las
y fetal extremidades)
Superiores | Inferiores
TS [DT |TS [DT [TS |[DT |TS [DT
Datos obtenidos de Alvarez-Barrera et al., (2019) con CHsCOOTI
4.62 NO NO 53 96 |96 |96 |96 Np | Np |Np | Np
mg/kg
9.25 NO NO 72 90 |95 |87 |75 Np | Np |Np | Np
mg/kg
18.5 NO NO 46 100 | 95 | 100 | 95 Np | Np |Np | Np
mg/kg
Resultados del tratamiento con CHsCOOTI
5.28 NO Sl 83.4 65 |69 |78 |84 |71 84 |68 |88
mg/kg
Resultados del tratamiento con CdClz
3 Sl Sl 100 86 |90 | 100 | 100 | 69 86 |95 |95
mg/kg

Np (Dato no presentado).
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9. Conclusiones

>

La administracion de CHzCOOTI en una concentracion de 5.28 mg/kg en el dia 7
de gestacion, no provocd toxicidad materna; sin embargo, produce
embriotoxicidad y fetotoxicidad, efecto evidenciado por el aumento de

reabsorciones, la disminucion en el peso de la camada y de cada feto.

El CHsCOOTI causo variaciones externas en el 83.4% de los fetos, se encontré
aumento en el niumero de fetos con fontanelas mas abiertas de lo normal, canal
en la espalda y hematomas, estas anormalidades son variaciones, ya que no se
sabe si son permanentes y pongan en riesgo al organismo, también se observaron
anormalidades en tronco, extremidades y cola. Ademas de causar osificacion
incompleta en los huesos de la cabeza y anormalidades en costillas, esternebras

y falanges.

La administracion de CdCl> en una concentracion de 3 mg/kg en el dia 7 de
gestacion, provoco toxicidad materna, embriotoxicidad y fetotoxicidad. Lo anterior
evidenciado por el aumento de reabsorciones, muerte fetal, disminucion en el peso

de la camada y en la longitud de los fetos.

El CdCl2 causo variaciones externas en el 100% de los fetos, se encontré aumento
en el porcentaje de fetos con excencefalia, la cual se clasifica como malformacion,
ya que es permanente y compromete la supervivencia del organismo, también se
observaron anormalidades en tronco, extremidades y cola. Ademas, produce
trastornos sobre la formacion del sistema 0seo, tal como ausencia de los huesos
de la cabeza en los fetos que presentaban excencefalia y anormalidades en
vertebras, costillas, esternebras y falanges. Estos datos confirman que el Cd es

un buen inductor de efectos teratogénicos.

Finalmente, consideramos que falta realizar mas experimentos para saber si estos
efectos inducidos por el TI comprometen la supervivencia del organismo en

desarrollo.
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