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I. RESUMEN

El cromo (Cr} es considerado un elemento traza, sin embargo a
elevadas concentraciones puede inducir dafio en los organismos vivos,
siendo la forma hexavalente la mas toxica. En algunos estudios
epidemioldgicos se ha encontrade una alta correlacion entre la incidencia
de cancer y alteraciones en los procesos reproductivos, como los abortos y
la induccién de malformaciones, con la exposicién a los compuestos del
cromo, en trabajadores ocupacionalmente o accidentalmente expuestos.

El triéxido de cromo (CrQs) es ampliamente utilizado en diferentes
industrias, sus efectos han sido probados en diferentes sistemas biolégicos
de prueba, en los cuales se ha observado que induce dafios genotoxicos,
mutagénicos y cancerigenos; e inclusive teratogénicos, sin embargo los
resultados obtenidos no son concluyentes, por lo que, en la actualidad aun
se siguen estudiando ampliamente, de hecho una de las areas que se esta
empezando a explorar mas a fondo es la de los procesos reproductivos por
su impacto en las poblaciones.

En este estudio se evalué el efecto genotéxico y teratégeno del CrQs,
mediante el analisis de la induccion de Eritrocitos policromaticos
micronucleados (EPMN) en sangre periférica tanto materna como fetal y de
la evaluacién de la induccién de alteraciones del desarrollo en los fetos,
empleando ratones hembras de la cepa CD-1 tratados con una sola dosis
de 20 mg/kg de CrOz en el dia 15 de gestacion.

Para la evaluacién del dano genotdxico se utilizd la técnica de
micronucleos (MN), la cual consistié en la obtencién de sangre periférica
(S.P) tanto de la madre como de sus crias cada 24 h después de la
administracién del CrOs. La S.P se colecté directamente en laminillas

cubiertas con Naranja de Acridina {NA).



El dafio teratogénico se evalué mediante la identificacién directa en
el estereoscopio de las alteraciones externas, mientras que para las
esqueléticas los fetos fueron fijados en etanol, desvicerados de manera
mecanica, transparentados con KOH, teinidos con rojo de alizarina,
montados en glicerina y finalmente analizados directamente bajo el
estereoscapio. .

Los resultados obtenidos nos indican que el CrO; induce dano
genotéxico tanto en las hembras prefadas como en sus crias, ya que en
las madres incrementd el nimerc de EPMN a partir de las 24 h,
alcanzandose la maxima induccién a las 48 h después del tratamiento,
mientras que en los fetos la induccién se presenté a partir de las 24 h,
pero en estos se mantiene constante hasta las 72 h.

En cuanto a la citotoxicidad se encontré que el CrO3 induce
alteraciones solo en la madre pero no en sus crias, ya que al comparar los
grupos tratados con el testigo solo se encontrd una disminucion en la
frecuencia de EPC en las hembras gestantes, sin embarge al comparar las
frecuencias de EPC de los fetos entre horas de los mismos grupos, si se
disminuye la frecuencia del EPC con respecto al dia de gestacién, por lo
que este efecto se debe al desarrollo fetal y no al tratamiento.

En cuanto a las alteraciones en el desarrollo fetal se encontré que el
CrOs presenté efectos sobre la velocidad del desarrollo como lo son
parpados abiertos y falta de osificacion en esternebras (doble apariencia y
disminucién en los puntos de osificacion} y extremidades (disminucion de
los puntos de osificacién), sin embargo el tipe y la frecuencia de las
alteraciones nos hacen suponer que estas se deben a un efecto fetotoxico y
no teratogénico.

A partir de los resultados obtenidos podemos concluir que el CrQO; es
un agente genotdxico tanto para las hembras preiiadas como para sus

crias y que induce algunas alteraciones en el desarrollo fetal.



iI. INTRODUCCION

El incremento en ¢l uso de nuevas tecnologias, la industria, el
crecimiento demografico y los nuevos métodos de agricultura, han
generado un aumento en la contaminacién tanto en el agua como en el
aire y en el suelo (Brooks ef al, 1984). Algunas estimaciones han
identificado aproximadamente unos 6 millones de sustancias quimicas en
el ambiente, aunque se calcula un nimero mayor. Tan solo de ellas entre
60 y 70 mil se producen comercialmente para su uso comun {IRPTC 1985;
Vega y Reynaga, 1990). En contraste a estos datos, las sustancias
estudiadas en cuanto a sus interacciones con los organismos no exceden
las 2000 y este numero aumenta con lentitud (Casarret, 1968; Houge,
1984; Greadel et al, 1986; Albert, 1988). Si ademas de estos agentes
quimicos consideramos que en el ambiente estan los agentes fisicos como
son el calor, el ruide, las radiaciones X, a, p y 7, ademas de otros agentes
biologicos tales como los virus, las bacterias v los horigos, estamos
hablando de una exposicion compleja y constante que diariamente
enfrentamos.

Los agentes quimicos a los que estamos expuestos se pueden
asimilar y transformar en el organismo o bien eliminarse, sin embargo
debido al incremento constante de dichas sustancias, en muchos casos se
rebasan estas capacidades y por lo tanto se rompe el equilibrio y se
incrementa el riesgo de las alteraciones en la salud induciendo en algunos
casos cancer en diferentes 6rganos, enfermedades congénitas, hereditarias
y reproductivas (Albert 1988; Clarkson et al., 1988). Es por esta razén que
organizaciones internacionales como la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA), la
Direccién General del Medio Ambiente (MQPU) y la Organizacién



Panamericana de la Salud (OPS) entre otras, han tratado de controlar la
entrada de nuevas sustancias al ambiente y de estudiar las ya presentes;
por medio de diversas pruebas como son las de toxicidad, citotoxicidad,
genotoxicidad, carcinogenicidad y teratogenicidad (Houge 1984, Graedel et
al., 1986; Albert 1988),

1. METALES

Dentro de los contaminantes quimicos considerados como peligrosos
se encuentran los metales, los cuales constituyen mas de las tres cuartas
partes de los elementos de la tabla periédica (Vouk 1986).

Los metales se encuentran en casi todos los seres vivos y son
utilizados como micronutrientes, tal es el caso del Fe, el Cd, el Zn, el As, el
V, el Cu, el Cr entre otros, también como componentes del sistema
enzimatico y redox (Mertz 1969, Ortiz et al, 1987; Friberg y Nordberg,
1990; Gillespie et al, 1990). El grado de toxicidad de los metales depende
de sus propiedades quimicas, de su estado de oxidacién y su solubilidad
principalmente (Newman e Intosh, 1991),

Uno de los metales que ha llamado mas la atencién para su estudio
es el Cr, debido a que forma parte de compuestos ampliamente utilizados
en la industria y a su asociacién con diferentes alteraciones en los
organismos como es el cancer; algunos compuestos del Cr han mostrado
ser mutagénicos, genotdxicos y teratégenos en diferentes sistemas
biolégicos de prueba (Nishio y Uyeki, 1985; Hartwin 1995; Mirsalis et al,
1996).



1.1. CROMO

a) Propiedades Fisicoquimicas

El namero atémico del Cr es 24 v su peso molecular es de 52 g, su
densidad es de 7.19 g/cm?, su punto de fusién 1857 = 20 °C, su punto de
cbullicién 2672 °C, perteniece a las primeras series de los elementos de
transicion. Sus estadoes de oxidacion van de 2- a 6+, siendo las formas mas
comunes 3+ y 6+. Los compuestos cromicos trivalentes son mas estables y
tienen una fuerte tendencia a formar complejos y quelatos, las formas
hexavalentes estan siempre ligadas a oxigeno, por lo que son fuertes

oxidantes. El Cr como metal se produce por reduccién de los cromatos

(Norseth, 1981).

b) Usos

El Cr es ampliamente utilizado en la industria para €l-recubrimiento
de diversos componentes de los automéviles {defensas, faros, etc.}, en el
curtido de pieles y tincion (De Serres 1983), en las procesadoras de
cemento (Gillespie et al, 1990), como anticorrosivo en sistemas
refrigerantes y calentadores de agua (Friberg y Nordberg 1990), en la
fabricacién del material fotografico y materiales refractarios (Cervantes y
Moreno, 1999}, en la coloracién y endurecimiento del marmol, en el pulido
de metales, en la coloracién de vidrios, en los cromados del acero
inoxidable etc. {Carson et al., 1987).

El Cr también es utilizado en la fabricacién de productos de
lavanderia como detergentes en polvo y liquidos, blanqueadores liquidos y
suavizantes (Cervantes y Moreno, 1999), También es utilizado como

componente de fertilizantes ya que se ha observado que incrementa el



crecimiento y desarrollo de plantas e injertos y mejora la produccién y

contenido de azlcar en frutas como el mango {Mertz, 1969).

c) Funciones biolégicas

El Cr es un elemento esencial en funciones bioguimicas como por
ejemplo para el metabolismo de lipidos y glucosa, también se ha mostrado
que tiene efectos sobre la actividad enzimatica, ademas de que interviene
en el crecimiento de los seres vivos (Mertz 1969; Carson et al., 1987).

Schroeder en 1962 mostrdé que ¢l Cr se encuentra en todos los
tejidos humanos desde la vida fetal. Otros estudios indican que existe una
alta concentracion de Cr entre el segundo y séptimo mes del desarrollo
fetal humano, esto debido posiblemente a la alta transferencia de este
metal de la madre al feto, por lo que se cree que el Cr juega un papel

importante en el desarrollo (citado por Gémez y Villalobos, 1983).

d} Exposicién al Cromo

En la figura 1 se observan las diferentes vias por donde los compuestos
del Cr pueden ingresar al organismo humano:
1. Por inhalacién del aire; el Cr se deposita en el pulmén Yy posteriormente
es eliminado por medio de la orina.
2. Por absorcién; el Cr al absorberse por piel pucde llegar a la sangre
principalmente a los eritrocitos.
3. Por ingestion llegar al tracto gastrointestinal ¥ eliminarse por medio de
las heces fecales (Miranda 1992).

Una vez que los compuestos de Cr (VI) ingresan al organismo pueden

licgar a la sangre y ahi reducirse a Cr (IIl}, posteriormente ser eliminados

ya sea por orina y/o por heces fecales o distribuirse a otros tejidos.



Debido a que es dificil analizar directamente la cantidad de Cr
acumulado en el tejido humano, se emplean diferentes medios para
evaluar su concentracién, por ejemplo se utiliza la sangre.ya sea
estudiando el plasma o los eritrocitos o bien la orina como monitoreos

biolégicos (Clarkson et al., 1988).

ABSORCION ;NHAMCION INGESTION

| T

PMSMA' RBC

cr vy
OTROS _—

$

ORGANOS | m
v
i HECES
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<> ORGANOS BLANCO

Figura 1.- Vias de exposicién al Cromo ftomado de Clarkson 1988).

GI: gastrointestinal
RBC: reticulocitos




e. Carcinogénesis

En estudios epidemiolégicos se ha correlacionado una alta
incidencia del cancer en trabajadores que estan directamente expuestos a
algunos de los compuestos del Cr, encontrandose una mortalidad por
cancer entre 5 y 40 veces mas alta de lo esperado, identificandose en
particular adenocarcinémas en la nariz (Friberg y Nordberg 1690}.

Por otra parte estudios in vivo con animales de experimentacion
como son las ratas, los ratones y los hamster, expuestos por diferentes
vias a los compuestos del Cr, se encontré un incremento en ta incidencia
de cancer en el pulmén y en la cavidad nasal {Rojas et al., 1999).

Se ha descrito que las formas insolubles de Cr (VI) y Cr (I son mas
cancerigenas que las mas solubles, ésto probablemente se debe a las
formas solubles no perduran en los tejidos expuestos y rapidamente se
reducen por los fluidos del cuerpo (De Flora et al., 1990). En un estudio
realizado con ratas tratadas con diferentes compuestos de Cr, se observo
que el oxido de cromo provoca cancer en el musculo esquelético, pero no

asi el dicromato de potasio y el dicromato de sodio (Foulkes 1990).

f) Toxicidad

El Cr metalico por si solo no parece tener efectos adversos en la
salud, sin embargo varios de sus compuestos, como el trioxido de cromo
(CrOs), el oxido de cromo (Crz03) si inducen toxicidad. En diversos
estudios epidemiolégicos realizados con trabajadores ocupacionalmente
expuestos a los compuestos del Cr, se han encontrado efectos téxicos
tanto agudos como crénicos como son: neurotoxicidad, toxicidad
reproductiva, cardiotoxicidad y genotéxicidad (Bagchi et al., 1997), ademas
de que se observan efectos visibles como lo son la irritacién de la

membrana de la mucosa y de la piel (dermatitis alérgica), reacciones
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asmaticas {Mertz 1969), manchas y tlceras en las manos y en las unas,
perforacion del septum nasal {por inhalacién), ademas de causar necrosis
en el rindn, en el higado e incluso ocasionar la muerte (Friberg y Nordberg
1990).

g) Citotoxicidad y genotoxicidad

La citotoxicidad de los compuestos del Cr se ha relacionado con dos
de sus propiedades:

1. La solubilidad, que afecta tanto de manera extracelular como
intracelular.

2. El estado de oxidacién del Cr, en donde la forma hexavalente al parecer
es la que causa el mayor dano citotdxico.

Los efectos citotéxicos y genotdxicos del Cr se han estudiado
principalmente en ensayos in vitro empleando células de mamiferos, en
donde se ha encontrado que algunos de sus compuestos inducen dafic en
el crecimiento celular, en la sintesis de prateinas, en los Acidos nucléicos ¥y
alteran el ciclo mitético; por ejemplo al administrarse diferentes
compuestos del Cr {VI) poco solubles a células de hamster Chino, se
encontro que se inhibe fuertemente la sintesis de 4cidos nucléicos después
de 2 horas de preincubaci(m y este dafio se incrementa mientras el periodo
de incubacion aumenta. De igual manera en otro estudio se encontrd que
al administrar diferentes concentraciones de K:Crz07 en células de
hamster Chino, se inhibe la sintesis macromolecular produciendo un
rapido bloqueo de la replicacién del ADN, mientras que la sintesis del RNA
se reduce y la sintesis de proteina se afecta (Levis y Majone 1981).

Los efectos genotéxicos de los compuestos del Cr han sido
estudiados ampliamente tanto en sistemas de prueba in vitro; en donde se

ha mostrado que induce sustitucién de pares de bases en Guanina-
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Citosina y Adenina-Timina, como in vive con células de mamiferos
encontrandose que induce aberraciones cromosémicas (AC} (como
formacion de gap <cromatidicos y rompimientos cromosomicos),
intercambio de cromatidas hermanas (ICH), enlaces cruzados,
fragmentacion y dafio en la replicacion del ADN e inhibicién del huso
mitético (Bianchi et al., 1980; De Flora et al.,1990; Foulkes 1990).

En el cuadro 1 se muestra la comparacion de los diferentes efectos
genotdxicos tanto del Cr (IlI} como del Cr (VI} en diferentes estudios
empleando sistemas de prueba in vitro, en donde se observa que la forma
hexavalente resulta ser positivo en todos los sistemas estudiados en

comparacién con los del Cr (1) (Bianchi et al.,, 1980).

Cuadro 1.- Efectos genéticos del Cr {III) y Cr {VI) in vitro
{Blanchi et al., 1980).

SISTEMA EXPERIMENTAL Cr (vl Cr (17}
Alteraciones fisico-quimicas del ADN + +
Alteracion en la replicacién del ADN + +
Mutacion génica en Escherichia coli + -
Mutacion génica en Salmonella typhimurium + -
Recombinacidn mitdtica en Saccharomyces cerevisiae + NP
Mutacién génica en células de mamiferos in vitro * -

AC en células de mamiferos * *

ICH en células de mamiferos * )
Reparacién del ADN en células de mamiferos + -

NP no probados.
En el cuadro 2 se muestra un resumen del efecto de algunos
compuestos del Cr (V1) estudiados en diferentes sistemas de prueba tanto

in vivo como in vitFo, en donde se observa los diferentes efectos de los




compuestos como son: clastogenicidad, incremento de ICH, inhibicién de

la sintesis del ADN, estrés oxidativo, alteraciones cromosémicas, induccién

de micronuclecs (MN}, etc.

Cuadro 2.- Estudios realizados con algunos compuestos del Cr (v1).

Compuesto | Sistema de prueba Dosis
estudiado Resultados Referencia
K2CrOa Medula ¢sea de 30, 40, 50 clastogenicidad Trivedi et al., 1989
ratbn in vivo mg/kg
K2Cr207 Células de roedores | 10 -3 mM Incrementa ICH Bianchi et al.,
tn vitro 1980
KaCrz07 Células ratén in 10 pM Inhibe la sintesis de ADN | Nishio et al,, 1985
vitro
KaCra207 Células in vitro 1,10, 100 Afecta acidos. nucléicos, Bianchi etal., .
kg/ml se inhibe la sintesis del 1980
ADN
K2Cra0r Ratas in vive 2.5 mg/kg | Estrés oxidativo y darib en Bagchi et al., 1997
los tejides
KaCra09, Algas y plantas in | 20-10 000 Inhibicién de Ia Cervantes y
NazCraOy vvo he/! fotosintesis y retardo en et | Moreno, 1999
crecimiento, desbalance
en la concentracion de K,
P, Fe, Mg, Ca
CrO; Vicia faba in vitro 0.001, Alteraciones Villagémez, 1981
0.01, 0.05, -
1-3 % cromosémicas (fragmentos
¥ puentes), anormalidades
en el huso mitdtico y MN
CrQa Sangre periféricade | 20y 25 Induccion de MN Garcia-Rodriguez
ratén in vivo mg/kg de etal,, 1998
peso
corporal




h) Mecanismos de induccion del dafio

Se ha observado que el Cr (V1) pasa facilmente la membrana celular
y el Cr {lll) parece no tener esta propiedad. Una vez en la célula el Cr (VI)
es reducido hasta Cr (Il y en sangre este ultimo es transportado
principalmente por el plasma, predominantemente ligado a la transferrina.
Algunos estudios han mostrado que el Cr (V]) puede ser espontineamente
reducido en plasma y esta reduccién es acelerada por una alta
concentracion del acido ascérbico, aunque también se puede reducir en
piel ya que la metionina, la cisteina, la cistina, el acido lactico, la
hemoglobina y las globulinas han sido consideradas como reductantes
(Mertz, 1969).

El sitio en la célula para que se lleve a cabo esta reduccién puede ser
el reticulo endoplasmatico, la mitocondria, la membrana plasmatica o el
nucleo celular (Norseth 1981; De Flora et al,, 1989).

El Cr (V]) pasa facilmente a la membrana celular por los canales de
proteinas (Mertz, 1969) o por el sistema de transporte facilitado
probablemente ayudado por otro sistema que es el de transporte de
sulfatos {Pei-Shan y Meng-Kai, 1997). Se ha observado que el dafio que
causa el Cr, se debe a la reduccién intracelular; durante este proceso de
reduccién se generan especies reactivas de oxigeno (ROS} les cuales
desencadenan reacciones toxicas como es la peroxidacion lipidica que
dafia a los acidos nucleicos (rompimiento de cadena del ADN, se forman
sitios apurinicos/apirimidicos, induce enlaces cruzados y dario oxidativo al
ADN), a las proteinas y causa rompimiento de desoxirribosafosfato {(Mertz
1969, Bianchi et al., 1980; Tamino et al.: 1981; Foulkes 1990; Liu y Dixon
1996, Bagchi et al, 1997). El Cr (VI) se reduce a Cr (V) hasta Hegar a la
forma mas estable que es el Cr (lll}, este proceso se debe a los

antioxidantes como lo es el acido ascorbico, el glutation, las flavoenzimas
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dependientes de NADPH (como son glutation reductasa y deshidrogenasa
lipidica), 1a ferredoxin-NADP* y los microsomas.

El Cr (V1) reacciona con el H20z intracelular y lleva a la formacion de
tetraperoxocromato {V), esta descomposicion genera radicales hidroxil, y
ROS via el ciclo de Haber-Weiss (Fernandes 1999; Fernandes et al., 2000).
Cuando el Cr (V) entra en €l ciclo de Haber-Weiss, éste vuelve a reaccionar
con el H202 intracelular para generar radicales *OH. El radical O2 se
considera de gran importancia porque es producido en el organismo por
macréfagos y otros constituyentes celulares especialmente durante el
fenémeno de fagocitosis aunque también estd implicado en la

genotéxicidad al llevarse a cabo la conversion de Oz a +OH (figura 2) (Shiy
Dalal, 1992).
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O2+Cr (V) = Cr(v) + Oz (1)

O2+H02 gy Oz ++OH + OH {2)
Cr (V) + H2O2 —# Cr (V) + +OH + OH- (3)
NAD{PI|H o
NAD[P]H Oxidasa <r(Vh
H202 Cr|VI}

NAD(P] &

Figura 2. Representacién esquemadtica del ciclo de Haber-Weiss.

(1) Son varias las fuentes generadoras de ROS pero se considera que la mitocondria es
la mas importante. El primer producto’de la reduccién parcial de oxigeno es el anién
superdxido {02} que es producido en condiciones fisiologicas en la cadena transportadora
de electrones y es convertido en peroxido de hidrogeno H20: espontaneamente o por la
accién de la enzima superéxido dismutasa (Mendoza, 2000).

{2} Aunque el peroxido de hidrogeno no es un radical libre, es un compuesto
importante en la bioquimica de los radicales libres porque puede descomponerse
facilmente, particularmente en presencia de iones de metales de transicién para producir
el mas reactivo y dafiino radical libre de oxigeno, el hidroxilo (+*OH) {Mendoza, 2000).

(3) La reaccién de Fenton es otra via por la cual se generan *CH en las células al estar

en contacto con los cromatos (Fernandes et al, 2000).
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2. EVALUACION DE DANO GENOTOXICO

Para evaluar el dafio genotéxico que puede inducir un compuesto
existen diferentes ensayos, dentro de estos se encuentra la prueba de
Ames, la determinacién de locus especificos, recesivos letales ligados al
sexo, AC, ICH, sintesis no programada de ADN, dominantes letales y MN,

entre otros.

2.1 MICRONUCLEOS

Los MN son pequefios cuerpos de cromatina que se originan de
fragmentos de cromosomas o© cromosomas completos que no son
incorporados dentro del micleo de las células hijas después de la mitosis
(Schmid y Ledebur, 1973; Heddle et al., 1983). )

La técnica de MN fue desarrollada por Schmid y Bolier en 1970, es
relativamente simple, rapida y cominmente usada como ensayo de corto
término (citado en Schmid y Ledebur et al, 1973). Detecta dario
citogenético asociado con la frecuencia de AC, evalia el dano en
cromosomas enteros o en fragmentos y también permite identificar dafio
citotoxico. Es una de las pruebas recomendadas por la “The Fourth
International Conference on  Harmonisation (ICH4) Genotoxicity
Guidelines” (Soo et al., 2000).

a) Formacién

En la figura 3 se observan algunos de los mecanismos por los cuales

un MN puede formarse:
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a. Cromosomas rezagados
€ <« 3
b. Cinetocoro inactive
S XY

¢. Puentes cromosdmicos
€ =3

d. Cromosomas enredados
Y

oCed g

Figura 3.- Mecanismos por los cuales pueden ser formados los
MN o estructuras similares ademds de los mecanismos clastogénicos
{tomado de Heddle et al., 1991).

1. Pérdida mitética de fragmentos acéntricos, €l tamano del fragmento y el
tamarno de la célula pueden influir para que éste quede incluido en un
nicleo danado.

2. Como una consecuencia de rompimientos cromosémicos, por la
formacion de puentes cromosdmicos o cromosomas enredados, etc,

3. Pérdida mitdtica de cromosomas enteros.

4. Apoptosis (muerte celular programada), es una forma de destruccién
nuclear en donde se forman fragmentos nucleares y se desintegra el
nucleo. La apoptesis puede ocurrir de manera natural y en respuesta al

dafio celular por quimicos.
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5. También pueden surgir por meiosis, por ejemplo, cuando se presenta un
quiasma dentro de una inversién paracéntrica que podria generar un
fragmento acéntrico y formar un MN (Heddle et qi.,. 1991):

La formacion de un MN se basa en el hecho de.que en la anafase un
fragmento cromosdmico no esta integrado en el nicleo para la orientacién
del huso mitdtico y después en el curso de la telofase este material es
incorporado en una de las células dafiadas en donde puede fusionarse con
el nucleo principal o formar uno o varios nucleos secundarios mas
pequenos por lo que los MN son también incluidos en el citoplasma de las

células danadas como se muestra en la figura 4.

® © o

INTERFASE METAFRASE ANAFASE
\
TELOFISE CELULAS HUU4S

Figura 4.- Principales mecanismos por los cuales son formados los
MN, que son inducidos por agentes clastogenos {tomado De Serres, 1983).

b) Ventajas y Desventajas

La técnica de MN tiene las siguientes ventajas: es rapida en

comparacién con la técnica de AC, su analisis es facil, no requiere de

15



células en metafase y frecuentemente es utilizada para cuantificar el dafio
ocasionado por la exposicion a compuestos quimices o radiacién. La
desventaja de esta técnica es que no se puedeé identificar el tipo de
aberraciones cromosomicas ni la frecuencia que pueden originarse al
administrar un compuesto quimico (Heddle et al,, 1983; Li y Heflich 1991,
Tucker et al., 1996).

¢) Sistemas de evaluacion

Los MN pueden ser evaluados en células que estan en una constante
proliferacion como por ejemplo los mieloblastos, mielocitos, medula dsea
de ratén [eritrocitos), eritrocitos de sangre periférica, eritrocitos de higado
y de sangre periférica fetal, células binucleadas en sangre periférica
(linfocitos) asi como también células uroteliales y exfoliadas de la mucosa
bucal y nasal; y en células de vegetales como son las del tejido
meristemdtico y tétradas en tradescantia (Schmid y Ledebur 1973; Cole et
al.,, 1981; Heddle et al.,, 1983; Tucker et al., 1996).

En las células eritroides se distinguen claramente los eritrocitos
maduros y los jovenes. Los eritrocitos maduros sufren cambios en su
arquitectura incluyendo la pérdida de RNA, mitocondrias, reticulo
endoplasmico y ribosomas, retiene altas concentraciones de hemoglobina y
son llamados eritrocites normocromaticos (ENC), ademas en esta etapa
son acidofilicos. Los eritrocitos jovenes son llamados policromaticos (EPC)
tienen RNA y son basofilicos. Los MN se abservan en los EPC de forma
redonda con un diametro de alrededor 1/20 a 1/5 de un eritrocito.

Para poder diferenciar entre ENC, EPC y MN se utilizan diferentes
colorantes como son May-Griienwald y Giemsa, en donde los EPC se
observan de color azul y los ENC de color anaranjado y los MN se tifien de
un color purpura (Schmid y Ledebur, 1973). Actualmente se utilizan

laminillas tefiidas con Naranja de Acridina (NA) esta técnica fue propuesta
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por Hayashi et al, en 1990; los cuales al observar al microscopio de
fluorescencia, encontraron que los EPC presentan color rojo por el ARN-
mitocondrial que alun contienen, a diferencia de los ENC que no se tinen
(va perdieron el ARN-mitocondrial), por que se observan de color oscuro Y
los MN se tifien de color verde fosforescente por la presencia de ADN.

Se ha encontrado que los EPC tienen un tiempo de vida media en el
humaneo de alrededor de 24 h (Heddle et al, 1983); sin embargo otros
autores han propuesto que algunos eritrocitos pueden llegar a tener un
ciclo vital de hasta 120 dias en la especie humana y 55 dias en los
ratones. Los eritrocitos madures son fagocitados y digeridos por los
macréfagos del higado cuando terminan su ciclo {Schmid y Ledebur 1973;
Venitt y Parry, 1984; Krishna et al., 2000).

Por otra parte en el tejido fetal también puede evaluarse el dafio
genotoxico, principalmente en eritrocitos tanto de sangre periférica como
de higado. Para dicho analisis se eligen a los eritroblastos porque su
proliferacion en el feto es rapida (el ciclo celular es cada 6.5 h: G1 0.5 h, 8
4.5 h, G2 1.5 h), ademas la mayor proporcion del ciclo celular es ocupada
por la sintesis del ADN. La proliferacién es dependiente de la hormona
eritropoyetina (Cole et al., 1983). En el feto de ratén la eritropoyesis toma
lugar entre el dia 12 y 16, exclusivamente en el higado y después de estos
dias toma lugar en la sangre periférica por lo que este 1ltimo es
considerada para realizar la prueba de MN, ademas de que presenta una
alta proporcién de EPC y una baja proporcién de células nucleadas (King y
Wild 1979). Durante las ultimas ctapas de la gestacién se desarrolla la
capacidad metabélica del higado fetal la cual excede a la de la medula ésea

Y es entonces cuando en este tejido se pueden evaluar también los MN
(Cole et al., 1983},
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3. DESARROLLO EMBRIONARIO Y FETAL

Cada una de las etapas del desarrollo embrionario consisten de una
serie de mecanismos secuenciados y especificamente programados. Para
poder entender las alteraciones es necesario conocer como se lleva a cabo
el crecimiento normat desde la fecundacidon hasta el nacimiento. Por tal
motivo varios autores se han dado a la tarea de estudiar los procesos y
mecanismos de diferenciacién, que ocurren durante el desarrollo
embrionario y fetal de los organismos. Las etapas son las siguientes: a}
Gametogénesis y fertilizacién, b} Preimplantacion, ¢} Implantacién, d)
Placentacidn, e) Gastrulacién, f) Neurulacién, g} Desarrollo de drganos
{organogénesis), h) Histogénesis (Scialli, 1992).

De los trabajos realizados durante las diferentes etapas del
desarrollo embrionarioc y fetal se ha concluido que el periodo de
organogénesis es el mas sensible a cambios inducidos por los agentes, ya
que al ser tratadas las hembras prefiadas durante ésta etapa los tipos y la
frecuencia de malformaciones aumentan considerablemente en los
productos. Durante la organogénesis se puede provocar alteraciones en: en
el sisterna nervioso, en ojos, en orejas, en el paladar, en el esqueleto, en

estructuras urogenitales (King y Wild 1979; Scialli, 1992).

4. ALTERACIONES DEL DESARROLLO EMBRIONARIO Y FETAL

a) Toxicidad materna, embrionaria y fetal

Los efectos toxicos en las hembras prefiadas han sido poco
estudiados a pesar de que son de gran importancia ya que la exposicién a
los diferentes agentes también se presenta durante la prefiez y los efectos
no solo se observan en la madre sino también en sus crias. El dafio

causado a los fetos puede ser por dos vias diferentes:

18



a} Directa; el agente atraviesa la placenta y causa toxicidad en el desarrollo
del embrién o feto.
b) Indirecta; el agente induce alteraciones en la homeostasis de la madre y
por lo tanto estos desordenes alteran el desarrollo fetal (Cole et al., 1979;
Clarkson et al., 1988; Rutledge 2000).

Los signos de toxicidad materna y fetal que se encuentran con mayor
frecuencia se muestran en el cuadro 3 (King y Wild 1979; Khera 1991;
Chahoud et al., 1999).

Cuadro 3.- Signos de toxicidad observados en madres y crias de
roedores {Tomada de Garcia-Rodriguez, 1996).

EFECTOS MATERNOS EFECTOS EN LAS CRIAS

a} Reduccién del peso corporal a] Reabsorciones

b) Diarrea, hipoactividad, falta de b} Induccién de malformaciones

apetito, etc. c) Alteraciones esqueléticas
c} Disminucion en el peso de la d) Muerte

placenta
d} Aborto
e) Muerte

Durante el desarrollo de un organismo se pueden presentar
diferentes procesos anormales que pueden inducir alguna alteracién, tal es
el caso de los teratdgenos, éstos interfieren con el desarrollo normal de las
crias, por la ineficiencia de los mecanismos de destoxificacion, las
reacciones de eliminacién (glucuronidacién) y la excrecién renal que
causan altas concentraciones de xenobidticos y de sus metabalitos en
organos fetales, es por esto que los compuestos administrados a las
madres rdapidamente alcanzan al feto {Cole et al.,1979; King y Wild et al.,
1979; Cole et al, 1981).
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Por otra parte los compuestos de Cr han sido asociados con
alteraciones del desarrollo, por lo que diversos investigadores han
realizado estudios para corroborar esto, encontrando que al ser
administrados en sistemas de prueba tanto in vive como in wvitro €stos
compuestos inducen alteraciones y efectos embriotéxicos y fetotéxicos

{cuadro 4).

Cuadro 4.- Estudios realizados con algunos compuestos del Cr (VI} en
diferentes sistemas de prueba.

Compuesto | Sisterna de Dosis Resultados Referencia
estudiado prueba
CrOz Hamster 8 mg/kg Paladar hendido, Gale et al,, 1979
in vivo reabsorciones
NayCr07 Ratones 10 mg/kg Inhibe la formacion de Danielsson et
in vivo cartilago al, 1982,
NaxCrzO« Células de | 0.1 pg/ml Inhibe condrogénesis Danielsson et
embriones al., 1982,
de pollos
in vitro
K2Cr07 Ratones 250,500, Ausencia de sitios de Trivedi et al.,
in vivo PPmM implantacién, 1989
malformaciones externas
y esqueléticas

Algunos mecanismos propuestos por Scialli (1992) para saber como
actia un agente para inducir dafo en el desarroﬂo embrionario y fetal son
los siguientes:

a) Muerte celular.- Las células son importantes mediadoras de los eventos

embrionarios, éstas forman parte de la arquitectura de los tejidos,

20




producen compuestos quimicos bioldgicamente activos e influyen en el
desarrollo y funcién de otras células. Uno de los mecanismos de la
teratogénesis es la muerte celular, es decir que un teratégeno puede
destruir células importantes para el desarrollo de un tejido u 6rgano

b) Deficiencia de sustancias esenciales.- Se ha comprobado que durante la
prefiez algunos nutrientes estan asociados con el desarrolle anormal del
producto. Estos nutrientes actitan como analogos o antagonistas, es decir,
que crean un estado de deficiencia y comienzan a incorporarse en los
procesos dependientes de estos nutrientes, por ejemplo la aminoptina o el
metotraxate que actian como analogos del acido folico cuando es
deficiente en la dieta y estos analogos afectan la sintesis de proteinas y
acidos nucléicos.

c) Dafio en el suministro de energia.- Los agentes que interfieren en la
respiracién mitocondrial y en la generacién del ATP pueden tener efectos
adversos en la capacidad cetular para llevar a cabo la diferenciacién en el
embridén.

d) Alteracion de membranas.- Las membranas de las células son
importantes en la viabilidad y funcién de las mismas y un cambio en ésta
podria generar anormalidades en el desarrollo. Las membranas incluyen la
envoltura de las células asi como también de organelos intracelulares. La
alteracién de las membranas puede resultar en muerte o una disrupcién
de la funcién celular. Una funcién importante de las membranas es la
comunicacién entre las células a través de estructuras especializadas
como los desmosomas y la alteracion de esta comunicacién durante la
embriogénesis puede originar alteraciones.

¢) Genotéxicidad.- Existen agentes genotéxicos que también pueden ser
potentes teratogenos. Una alteracion en el material genético de una célula
puede resultar en la muerte de la misma, es importante considerar la

posibilidad de que se origine una mutacién y esto afecte el desarrollo
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embrionario. Las mutaciones pueden originar defectos en el nacimiento
por tratamientos dados durante la embriogénesis. Asi por ejemplo los
genes consisten de segmentos de ADN que codifican para proteinas. Estas
proteinas constituyen moléculas estructurales tales como, las enzimas que
catalizan reacciones bioquimicas importantes. Existen dos posibles
mecanismos por los cuales una mutacién puede causar un desarrolio
anormal. El primero es cuando hay un gen no funcional y esto ocurre por
el dafio al ADN. El segundo es la produccion de un gen alterado.

f) Interferencia mitética.- Algunos agentes no son estrictamente
genotoxicos porque no danan el material genético totalmente, pero
interfieren con la divisién celular. Un ejemplo es la colchicina, que es un
veneno del huso mitético que ocasiona un arresto en la metafase del ciclo
celular y da una alta incidencia de embrioletalidad.

g) Alteracion de la funcién de los Acidos nucléicos.- La funciéon principal
tanto del ADN como del RNA es la sintesis de proteinas incluyendo
enzimas. Es posible que algin agente interfiera con la trascripcién del
ADN o la traduccién del RNA y pueda causar defectos en el desarrollo
embrionario. . )

h} Inhibicién enzimatica.- Existen algunos agentes que pueden inhibir la
actividad de las enzimas y esto tiene que ver con la transcripcién o
traduccion de los acidos nucleicos que codifican para estas enzimas, por
ejemplo la inhibicién de la anhidrasa carbénica por acetasolamida, una
droga que induce alteraciones en las extremidades de los roedores.

i} Xenobiéticos.- Otro mecanismo de teratogenicidad se debe a
Xxenobidticos, algunos pueden ser no tdéxicos y otros son metabolitos
altamente toxicos, los cuales pueden seguir diferentes rutas en el
organismo: 1) pueden eliminarse gracias a la enzima UDP-
glucoronosiltransferasa y no causar ninguna alteracién, 2) bioactivarse

por el citocromo p450 embrionario, prostaglandina H sintetasa (PHS) y
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lipoxigenasas (LOP) y a partir de ahi se generan radicales libres los cuales
pueden inhibirse gracias al sistema de defensas antioxidantes como son el
glutation (GSH), glutation peroxidasa, glutation S-transferasa, superoxido
dismutasa (SOD} etc. y 3) danar a las macromoléculas y ocasionar
alteraciones por oxidacién o formacién de aductos y causar dafio

teratogénico {cuadro 5) (Wells, et al., 1997).
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En algunos estudios epidemiolégicos se ha encontrado una alta
correlacion entre la incidencia de cancer y alteraciones en los procesos
reproductivos, como los abortos y la induccién de malformaciones, con la
exposicion a los compuestos del cromo, en trabajadores ocupacionalmente
o accidentalmente expuestos. Los compuestos del Cr que inducen mayor
dafio son los que se encuentran en estado de oxidacion {V1), debido a su
fuerte poder oxidativo.

El triéxido de cromo {CrQOs3) es ampliamente utilizado en diferentes
industrias, sus efectos han sido probados en diferentes sistemas biclogicos
de prueba tanto in vitro como in vivo, en los cuales se ha observado que
induce dafios genotixicos, mutagénicos y cancerigenos; e inclusive
teratogénicos, sin embargo los resultados obtenidos no son concluyentes,
de hecho aunque es unoc de los metales mas estudiados los mecanismos de
induccién de dafo apenas se estan tratando de explicar. Una de las areas
que esta tomando gran auge es la del estudio de los compuestos del cromo
sobre los procesos reproductivos por su impacto en las poblaciones, tanto
a nivel genotéxico como teratégeno.

Debido a lo anterior en el presente trabajo se decidié estudiar el
efecto genotdxico y teratogeno del CrOs; al ser administrado durante la
gestaciéon a hembras de ratén, mediante la evaluacién de la induccion de
MN en sangre periférica tanto en las madres expuestas, como en su
descendencia, asi como el estudio de la induccion de posibles alteraciones

en el desarrollo embrionario y fetal.
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IV. HIPOTESIS

Si se ha mostrado en diferentes sistemas de prueba que algunos
compuestos del Cr con estado de oxidacidon (VI) inducen algunos efectos
citotoxicos, rmutagénicos, genotoxicos, embriotoxicos, fetotdxicos y
cancerigenos, en particular el CrO3 es capaz de aumentar la frecuencia de
ICH y AC en ratones y presentar efectos embriotoxicos al ser administrado
en Hamster durante la gestacion. Por lo tanto se espera que al administrar
una dosis de 20 mg/kg de CrO; en el dia 15 de gestacion a ratones
hembras prefiadas se induzca dafio genotoxico mediante la induccién de
EPMN en sangre periférica tanto en las madres como en las crias, asi como

alteraciones en el desarrollo de los fetos.
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V. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto genotoxico y teratogeno del CrOa mediante el
analisis de la induccion de EPMN en sangre periférica tanto materna como
fetal y de la evaluacion de la induccién de alteraciones del desarrollo en los
fetos, empleando ratones hembras de la cepa CD-1 tratados con una sola

dosis de 20 mg/kg de CrOz en el dia 15 de gestacion.
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2. OBJETIVOS PARTICULARES

2.1 Analizar el tiempe de mayor induccién de EPMN en sangre
periférica de las hembras prenadas tratadas con CrOs;, mediante la

evaluacion de EPMN cada 24 h a partir del dia 15 de gestaciéon.

2.2 Analizar el tiempo de mayor induccion de EPMN en sangre
periférica de los fetos obtenidos de las hembras tratadas con CrO;,
mediante la evaluacién de EPMN en los fetos obtenidos en los dias 15, 16,

17 y 18 de gestacién.

2.3 Estudiar el dano citotoxico del CrOs en las hembras prefiadas,
mediante la evaluacién de la frecuencia de EPC en sangre periférica

materna, obtenida cada 24 h a partir del dia 15 de gestacion.

2.4 Estudiar el daro citotdxico del CrO; en los fetos, mediante la
evaluacién de la frecuencia de EPC en sangre periférica fetal, obtenida en
los dias 15, 16, 17 y 18 de gestacion.

2.5 Analizar €] dafio teratégeno y/o fetotoxico del CrQa, mediante la
evaluacién de tipo y la frecuencia de malformaciones tanto externas como
esqueléticas, la muerte fetal, el numero de reabsorciones, en los fetos

obtenidos en los dias 15, 16, 17 y 18 de gestacion.
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VI. MATERIAL Y METODO

1. ANIMALES

Se emplearon ratones hembras y machos adultos de la cepa CD-1 de
2 a 3 meses de edad, con un peso corporal entre 25-32 g. Los ratones
fueron alimentados con nutricubos {Purina}, con libre acceso al agua y se
mantuvieron bajo condiciones controladas de luz-oscuridad (12-12 h). Las
cruzas se realizaron colocando un macho con tres hembras durante la
noche (de las 7 p.m. a las 7 a.m.), se tomd como dia 0 de prefiez la
presencia de tapdn espermatico y a partir de ese momento las hembras
fueron pesadas cada tercer dia hasta el dia de su sacrificio {(Garcia-
Rodriguez, 1996}.

2. TRATAMIENTOS

Se emplearon grupos de cuatro hembras prefiadas cada uno. Las
hembras fueron inyectadas por via intraperitoneal (i.p) en el dia 15 de
gestacion y se distribuyeron de la siguiente manera (figura 5):

A) Grupos testigo, se les administré por via i.p. 0.25 ml de agua destilada.
B) Grupos tratados; se les administré 20 mg/kg de peso corporal de CrO3
(Sigma} diluido en un volumen de 0.25 ml de agua destilada.
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GRUPOS TESTIGO:

* 4 ¥ *

A)
(S N N N N N RN N N R BN R iy
Dias de gestacién
0 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Administracién
de 0.25 ml de
agua destilada
GRUPOS TRATADOS (CrO,):
* * * *
B)

IS I N N I O D B A N
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* toma de muestra de sangre periférica materna.

Figura 5.- Protocolo para la evaluacién de EPMN y la frecuencia de

EPC en sangre periférica materna.
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de 20 mg/kg CrO;
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* toma de muestra de sangre perifética materna.

Figura 5.- Protocolo para la evaluacién de EPMN y la frecuencia de
EPC en sangre periférica materna.
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3. PREPARACION DE LAMINILLAS CON NARANJA DE ACRIDINA

La naranja de acridina (NA) {Sigma) se disolvié en agua destilada a
una concentracién de 5 mg/ml. Se tomaron 10 pl de esta solucién y se
colocaron sobre laminillas precalentadas (aproximadamente a 70 °C), con
ayuda de otro portaobjetos se extendio el colorante. Las laminillas se
dejaron secar a temperatura ambiente y se guardaron en la oscuridad

hasta su uso como recomienda Hayashi et al (1990).

4. OBTENCION DE SANGRE PERIFERICA

La evaluacion de EPMN y de la frecuencia de EPC se realizé en
sangre periférica tanto de las madres como de los fetos cada 24 h a partir
del dia 1S en el que fue administrado el tratamiento, hasta el dia 18 de

prefiez.

a) Materna
Con tijeras se corté la punta de la cola, con ayuda de una
micropipeta se tomaron 5 p! de sangre periférica (S.P.) la cual se colocod
directamente en las laminillas preparadas con NA, inmediatamente se le
puso un cubreobjetos y se sellaron las orillas con Ruber Cement (ROSS).
Las preparaciones se guardaron en cajas de plastico en la oscuridad a 4°C
y después de 12 h se analizaron; se procuré no evaluar las laminillas
_ después de 5 dias de haber sido preparadas ya que estas preparaciones no

son permanentes y pueden contaminarse. Se prepararon 2 laminillas por

cada hembra.
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b} Fetal

Después de sacrificar a la madre por dislocacion cervical se extrajo
el utero y se colocd en una mezcla fria (0 = 1°C) de solucion Tyrodes
(Sigma): suero fetal inactivado con calor (Gibco BRL) en una relacién 1:1
(Solucidn A). Los fetos fueron removidos del utero, se tomaron cuatro fetos
al azar y se lavaron con la solucidon A, posteriormente fueron lavados
Unicamente con suero fetal frio, se les decapité con unas tijeras y se
obtuvieron 5 pl de S.P con la ayuda de una micropipeta. La S.P se colocé
directamente en laminillas preparadas con NA. Se prepararon 2 laminillas
por cada feto {figura 6) (King y Wild, 1979}.

5. EVALUACION DE MICRONUCLEOS

Con la ayuda de un microscopio de fluorescencia (Nikon OPTIPHOT-
2) con filtros DIA-ILL y TRIPLE D-F-T y un objetivo de 100X se realizé la
cuantificacion de 1000 eritrocitos, distinguiendo los ENC de los EPC, para
la evaluacién del dafio citotéxico mediante la evaluacién de la frecuencia
de EPC. Ademas se contaron 2000 EPC de los cuales se identificé la
presencia (EPMN} o ausencia de MN como se observa en ia figura 7 (a) las
células de color obscuro son ENC, las de color rejo son los EPC y el punto
amarillo un MN y b} EPC con tres MN. La induccién neta de la frecuencia
(NIF) de EPMN se calculo de la siguiente manera (Garcia-Rodriguez, et al,
2001):

NIF = numero de EPMN - niimero de EPMN al tiempo 0
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GRUPOS TESTIGO: 0.25 ml de agua
destilada
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* Obtencion del tejido fetal y sangre periférica materna

Figura 6.- Protocolo para la evaluacién de los EPMN y de la
Jrecuencia de EPC en sangre periférica fetal.
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(a}

(b)

Figura 7.- Eritrocites normocromdticos y policromdticos de sangre
periférica de ratén.

6. EVALUACION DE ALTERACIONES

a) Externas )
Una vez extraido el tero de las hembras se evaluaron los siguientes

parametros: el nimero de implantes, niimeroc de reabsorciones, muerte
fetal

Los fetos se pasaron a una solucién de etanol {Baker) al 70 % y ahi
permanecieron hasta el momento en que se analizaron las alteraciones con
la ayuda de un estereoscopio; posteriormente se realizé la técnica de

transparentacién (Dawson 1926; Aliverti et al., 1979).
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b} Esqueléticas

La evaluacién de las alteraciones esqueléticas se realizé en los fetos
fijados en etanol, desviscerandolos para posteriormente pasarlos a una
solucién de KOH (Baker) al 1% durante 24 h aproximadamente, después
se les agregaron de 2 a 3 gotas de solucién saturada de rojo de alizarina
(Merk) {24 h), para teiiir ¢l esqueleto y por ultimo se colocaron en glicerina
para quitarles el excesc de colorante, haciendo los cambios necesarios de
glicerina hasta dejarlos aclarados para montarlos {Staples et al, 1964).
Una vez aclarados los fetos se analizaron en un estereoscopio para
identificar alteraciones esqueléticas. Se contaron los puntos de osificacién
de las extremidades delanteras y traseras (metacarpales, falanges proximal
y distal), en la columna, nimero de esternebras, nimero de costillas
(figura 8), los puntos de osificacién se contaron segin Taylor {1986) y las
alteraciones encontradas se identificaron de acuerdo a Wise et al, (1997).
- Las alteraciones esqueléticas unicamente fueron evaluadas en los
fetos obtenidos a las 48 y 72 h después del tratamiento ya que a las 0 y 24

h aun no completan su crecimiento.
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7. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de la induccién de MN vy de la {frecuencia de los EPC
se presentan en media t desviacion estindar y se compararon aplicando la
prueba estadistica de ji cuadrada. A los datos individuales se les aplicé un
analisis exploratorio {(empleando cajas con bigotes) y se calculo el NIF al
cual se le aplicéd la misma prueba estadistica.

Los resultados de fetos vivos, muertos y las reabsorciones, se
muestran como media % desviacion estindar y se analizaron mediante la
prueba de “t” de Student. La induccién de alteraciones tanto externas
como internas se presentan en porcentajes y se analizaron con la prueba
de Z para proporciones.

Para la realizacién de todas las pruebas estadisticas se empled el
paquete estadistico STATISTICA V6™ y el nivel de significancia usados en
todos los analisis fue de P < 0.05.
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VII. RESULTADOS

1. SEGUIMIENTO DEL PESO MATERNO

En la figura 9 se muestra el comportamiento del incremento en el
peso de las hembras prefiadas tanto testigos como tratadas y sacrificadas
en los dias: a} 16, b) 17 y ¢) 18, en donde se observa que para todos los
grupos tratados se disminuyo el peso después de la administracion del
CrO; tratamiento, pero no resulté estadisticamente significativo, ademas

de que las hembras recuperan el peso aproximadamente al tercer dia.

2. COMPORTAMIENTO DEL DESARROLLO DE LAS CAMADAS

Las evaluaciones se realizaron en los dias 15, 16, 17 y 18 de
gestacion o bien 0, 24, 48 y 72 h postratamiento.

En el cuadro 6 se muestra el comportamiento en el desarrollo de las
camadas, en donde se observa que ¢l promedio de fetos vivos disminuyé en
las hembras tratadas que fueron sacrificadas a las 48 h postratamiento
(alrededor de 6 fetos), asi mismo para este grupo se incrementé el niimero
de reabsorciones (alrededor de 3), pero el nuimero de estos efectos no

resultd estadisticamente significativo.
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Figura 9.- Segulmiento del aumento de peso en las hembras
prefiadas tanto testigo como tratadas y sacrificadas en los dias
a)l6, b)17 y c)18 de gestacidn.
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Cuadro 6. Comportamiento de las camadas obtenidas a las 24, 48 y
72 h después del tratamiento con CrQ;.

HORAS 24 48 72
POSTRATA-
MIENTO

DOSIS DE Cr0s; 3] 20 0 20 0 20
(mg/kg)

No. DE
HEMBRAS 4 4 4 6 4 4
PRENADAS

IMPLANTES/ | 90:1.8 | 1002081 |122:21| 9817 {100£35 | 11.0£2.1
HEMBRA
{%tde)

FETOS 8722 95% 1.2 11.7t2.8| 55+43 | 90+35 | 105226
VIVOS
(%ide)
FETOS 0.0+ 00 05z 1.0 00200 | OB:16 | 02:05 | 0.0z00
MUERTOS
(Rtde)
REABSOR- 0205 0.0£0.0 05210 | 35:+4.0 | 0.7t15 | 05+05
CIONES
(Ktde)

3. ALTERACIONES EXTERNAS

Al analizar los fetos obtenidos de las hembras sacrificadas a las 0,
24, 48 6 72 h postratamiento (cuadro 7), Unicamente se encontrd
alteraciones en el grupo de las 48 h, ya que se incrementé el porcentaje de

fetos con parpados abiertos (de 12,9 a 75 %).
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Cuadro 7.- Alteraciones externas en los fetos obtenidos a las 0, 24,
48 y 72 h postratamiento con Cr0;,

HORAS POSTRATAMIENTO 24 48 72
DOSIS DE Cr0; {mg/kg) o 20 ) 20 o 20
No. CAMADAS ANALIZADAS 4 4 4 5 a 4
FETOS ANALIZADOS 18 23 31 16 20 26
FETOS ALTERADOS 0 0 0 0 0 0
ALTERACIONES EXTREMIDADES | 0 0 0 0 0 0
ANTERIORES
ALTERACIONES EXTREMIDADES 0 0 0 0 0 0
POSTERIORES
PARPADOS ABIERTOS / FETOS 0 4/23 | 4731 | 12/16 0 0
(%) (17.3) (12.9) {75) *
HEMATOMAS / FETOS 8718 | 7723 | 6731 | 2716 0 0
(%) 44.9) | (30.4) | 19.3) | [12.5 '

* vs. testigo h 48

4. ALTERACIONES ESQUELETICAS

En el cuadro 8 se muestran las alteraciones esqueléticas en los fetos
obtenidos a las 48 y 72 h después del tratamiento, en donde se observa lo
siguiente: se incrementdé el niimero de fetos con esternebras de doble
apariencia, a si como también los fetos con poca osificacion de las
esternebras (de 0 a 47%) para los grupos sacrificados a las 48 h
postratamiento resultando estadisticamente significativo y aunque se
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observé un ligero incremento en el niimero de fetos con costillas
rudimentarias, para este mismo grupo, este no resultd estadisticamente

significativo.

Cuadro 8- Alteraciones esqueléticas en los fetos obtenidos a las 48 y
72 h después del tratamiento con CrQs.

HORA 48 72
DOSIS DE CrOa {mg/kg) 0 20 0 20
No. DE FETOS 30 17 21 25
ANALIZADOS
No. DE COSTILLAS/FETO 130100 13.01 0.0 12.9 1 0.06 12.95 £ 0.10
(ctde)
FETOS CON
COSTILLAS 1/30 2/17 1/21 3/25
RUDIMENTARIAS (3.3) {(11.8) (4.8) (12.0
(%)
FETOS CON
COSTILLAS 0/30 0/17 0/21 1/25
SUPERNUMERARIAS {0.0) {0.0) {0.0) (4.0}
(%6}
No. DE
ESTERNEBRAS/FETO 5.9 +0.10 5.81+0.14 6.0+ 0.00 5.6 1 0.62
(Rtde)
FETOS CON '
ESTERNEBRAS DE 15/30 15/17 * 2/21 8/25
DOBLE APARIENCIA (50.0) (88.2) (9.5) (32.0}
(%)
FETOS CON
ESTERNEBRAS 0/30 1/17 0/21 1/25
ASIMETRICAS {0.0) {5.8) (0.0} (4.0)
(%}
FETOS CON
ESTERNEBRAS 0/30 8/17 * 0/21 1/25
POCO OSIFICADAS (0.0) (47.0) (0.0) {4.0)
(%) )

* vs. testigo h 48

En cuanto a los puntos de osificaciéon de las extremidades delanteras
y traseras para las 72 h postratamiento se observé una tendencia hacia la
disminucién de éstos pero unicamente resultaron estadisticamente

significativos los de la falange proximal y distal (cuadro 9).
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Cuadro 9- Puntos de osificacion en extremidades tanto delanteras
como traseras en los fetos obtenidos a las 48 y 72 h después de
administrar de CrO;.

A) HORA 48 EXTREMIDADES DELANTERAS | EXTREMIDADES TRASERAS

DOSIS DE CrOs (mg/kg) 0 20 o 20
FETOS ANALIZADOS 30 17 30 17
METACARPALES/FETO 6.410.7 69108 78:03 77103
(xtde)
FALANGE 09+18 08:1.1 0.610.0 00100
PROXIMAL/FETO (itde)
FALANGE DISTAL/FETO 0.0 £0.0 0.0:0.0 0.0t0.0 0.00.0
(tde)
B) HORA 72
DOSIS DE Gr0; (mg/kg) 0 20 0 20
FETOS ANALIZADOS 21 25 21 25
METACARPALES/FETO 8.0+ 0.0 69+2.1 9.8:03 7.0£2.2
(itde) -
FALANGE 7.9+0.1 47+3.3 8010 3.4:120%
PROXIMAL/FETO (%de)
FALANGE DISTAL/FETO 6.814.7 45131 10000 48+35*
(tde)

* vs, testigoh ©

5. INDUCCION DE ERITROCITOS POLICROMATICOS
MICRONUCLEADOS EN LOS FETOS

En la figura 10 se muestra el comportamiento de los datos
individuales, a los cuales se les aplicé un analisis exploratorio de cajas con
bigotes, en donde el tamaiio de la caja nos indica el error estandar, el

punte al centro la media y “el bigote” la desviacién estandar en donde se

43



observa la variabilidad de la induccion de EPMN de los grupos tanto
testigos como tratados. Se observa que los grupos se desplazan, lo cual
indica que se trata de dos poblaciones distintas. El rango de induccién de
los grupos testigos se encuentra entre 1 y 4 EPMN mientras que para el
grupo tratado el rango se encuentra de 1 a 8 EPMN por 1000 células por lo
tanto podemos decir que el tratamiento presenta efecto ya que se

incrementd la induccién de EPMN.

Testigos Tratados
7 : :
: :
6 : )
) ] ———
E ] T
= S i i
s | s
5 4 i i [n]
4 ? [alle
: |
2 : 4
{ - T idesviacion estdndar
1 ; [ terror estandar
b c

)
L]
d e f E O media
Tratamiento
Testigos: a) O h testigo abscluto, b) 24 h, ¢} 48 h, dj 72 h postratamiento
Tratados e) 24 h, {] 48 h, g) 72 h postratamiento

Figura 10.- Cajas con bigotes de la induccién de EPMN en sangre
periférica fetal de los grupos testigos y tratados.

En la figura 11 se muestra el analisis de cajas con bigotes de la
induccion de EPMN en S.P. fetal analizados por h; en donde se observa
que para todos los grupos tratados hay un desplazamiento de las cajas
hacia arriba siendo mayor a las 48 h, lo cual nos indica que posiblemente
a este tiempo se da la mayor induccién de EPMN.
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Figura 11.- Induccién de EPMN en sangre periférica fetal A) 24, B) 48
¥ C} 72 h postratamiento comparados por hora.
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En el cuadro 10 se muestran en xtde la induccién de EPMN por
grupo y por hora para los fetos obtenidos a las 0, 24, 48 6 72 h
postratamiento, en donde se puede observar que la administracion del CrQ,
incrementé el nimero de EPMN a partir de las 24 h, presentindose la

mayor induccidén a las 72 h postratamiento.

Cuadro 10- Promedio de la de induccién de EPMN en sangre
periférica fetal a las 0, 24, 48 y 72 h después del tratamiento con

CroOs.
Dosis de CrO; No. de Hora EPMN/1000
{mg/kg} Jetos postratamiento | células. (kide)
0 16 0 2.96 £0.42
16 24 2.10£0.29
16 48 1.85 £ 0.54
16 72 2.48 +0.91
20 16 V] 2.96 1 0.42
16 24 3.441£096*
16 48 3.65%1.80¢%
16 72 4,11 £0.94 <

a vs. testigo h 24
b vs. testigo h 48
¢ vs. testigo h 0

d vs. testigo h 72

En la figura 12 se muestra €l NIF de EPMN de los fetos obtenidos a
las 0, 24, 48 6 72 h postratamiento, en donde se puede observar que la
induccién neta de MN se presenta a las 48 h después del tratamiento (de
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1.5 a 2 MN), a diferencia del cuadro 10 en donde se observd la mayor

induccion a las 72 h.

24
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1.3
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!
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8
[
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E 05
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ol #
0 24 72
Toma de muestra (h)

Figura 12 Incremento de EPMN en fetos tanto testigos como tratados
a las 0, 24, 48 y 72 h posteriores al tratamiento ¢on CrOs.

6. FRECUENCIA DE ERITROCITOS POLICROMATICOS EN LOS FETOS

En la figura 13 se muestra el comportamiento de los datos
individuales de las frecuencias de EPC, a los cuales se les realizéd un
analisis exploratorio de cajas con bigotes, en donde se puede observar que
las cajas tienden a disminuir en todos los grupos conforme transcurre el

dia de gestacion, lo cual nos indica que no hubo efecto por el tratamiento.
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Figura 13.-Frecuencia de EPC de sangre periférica fetal
de los grupos testigos y tratados.

En la figura 14 se muestra el anilisis de cajas con bigotes de la
frecuencia del EPC en S.P. fetal, en donde se puede observar que al
compararse los grupos por hora no existe desplazamiento de las cajas y los
grupos tratados se comportan de manera similar a los testigos por lo que

podemos decir que €] tratamiento con cromo no presenté efecto sobre este
parametro.
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Figura 14.- Analisis exploratorio de cajas con bigotes de la
Jrecuencia de EPC en sangre periférica fetal analizadas por horaen
los diferentes dias de sacrificio,
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En el cuadro 11 se muestran los promedios de la frecuencia de EPC
en S.P. fetal analizados por grupo y por hora. En donde se observa que el
EPC disminuye conforme transcurre €l tiempo de gestacién y no tanto por
el efecto del tratamiento, ya que a las 72 h disminuye alrededor de 300
células con respecto a la h 0 tanto para el grupo tratado como para el

testigo, a pesar de ser estadisticamente significativo.

Cuadro 11- Promedio de la frecuencia de EPC en sangre periférica
Jetal de los grupos testigos y tratados.

Dosis de No. Hora EPC/1000 células
CrO; Fetos (=tde)
|__(mg/kg)
0 16 0 812.28+73.90
16 24 T775.07 £ 36.47 »
16 48 681.77 £ 35.32 »
16 72 524,18 +75.48 »
20 16 0 812.28 £ 73.90
16 24 765.531£22,53 w
16 48 678.26 £ 52,11 2«
16 72 521.31 £ 138.67 4

a vs. testigoh 0

b vs. testigo h 24
c vs. testigo h 48
d vs. testigo h 72
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7. INDUCCION DE ERITROCITOS POLICROMATICOS
MICRONUCLEADOS EN LAS MADRES

En la figura 15 se muestra el comportamiento de los datos
individuales, a los cuales se les aplicé un analisis exploratorio de cajas con
bigotes, en donde se observa la variabilidad de la induccién de los EPMN
en la S.P. materna. Se observa que para los grupos tratados el niimero de
EPMN tiende a aumentar a partir de las 24 h, siendo mayor a las 48 h y
posteriormente disminuye, en comparacién con el grupo testigo, esto nos

indica que se trata de dos poblaciones diferentes,

Testigos Tratados
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pd H
z s o
G 6 :
3 4 ;
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2 H

a b c d e f g h
Tratamiento

Testigos: a) O h, b) 24 h, ¢} 48 h, d} 72 h postratamiento
Tratados: e} O h, {) 24 h, g) 48 h, h) 72 h postratamiento

Figura 15.- Cajas con bigotes de la induccién de EPMN en
sangre periférica materna de los grupos testigos ¥ tratados.

En el cuadro 12 se muestra la xtde de la induccién de EPMN en S.P.
materna tanto de los grupos testigos como tratados en donde se observa

que la induccién de EPMN se presenta a partir de las 24 h siendo que la
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mayor induccion se presenté a las 48 h postratamiento, lo cual nos indica

que a esta hora el CrO; posiblemente causa mayor dafio en S.P. materna.

Cuadro 12. Promedio de la induccién de EPMN en sangre periférica
materna tanto de los grupos testigos como tratados.

Dosis de CrO; N Hora EPMN/1000
(mg/kg) postratamiente| células (ietde)
o 4 0 0.98 £ 0.79
4 24 0.36 £ 0.45
4 48 0.61 £0.63
4 72 0.48 +0.03
20 4 0 1.25 £ 0.64
4 24 2.5211.78 =
4 48 6.70 £ 5.52 ac
4 72 2.34£1.8 2

avs, testigo h O

b vs. testigo h 24
c vs. testigo h 48
d vs. testigo h 72

En la figura 16 se muestra que al calcular el NIF para los EPMN en
S.P. materna se encontré que la induccién de EPMN comienza a
incrementarse a partir de las 24 h siendo mayor a las 48 h postratamiento
y posteriormente disminuye. Esto nos indica que posiblemente a la hora

48 el compuesto tiene un mayor efecto.
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Figura 16.- Incremento de EPMN en sangre periférica materna
tratadas con 20 mg/kg de CrOs.

8. FRECUENCIA DE ERITROCITOS POLICROMATICOS EN LAS
MADRES

En la figura 17 se muestra el analisis de cajas con higotes de los
EPC en la S.P. de las hembras prefiadas y sacrificadas a las 72 h, en
donde se observa que las cajas de los grupos tratados {24, 48 y 72) se
desplazan hacia abajo al compararlos con sus grupos testigo. Esto nos

indica que probablemente el compuesto este inhibiendo estas células.
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Figura 17.- Cajas con bigotes de la frecuencia de EPC en sangre
periférica materna.

En el cuadro 13 se muestra en xide la frecuencia de EPC en la S.P.
materna de los grupos testigos y tratados, en donde se observa que el
numero de EPC va disminuyendo conforme transcurre la toma de muestra
al compararse con la hora 0, resultando estadisticamente significativo.
Esto es evidencia de que probablemente el compuesto esta inhibiendo la
proliferacién de estas células.
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Cuadro 13.- Promedio de la frecuencia de EPC en hembras
prefiadas tanto testigos como tratadas con 20 mg/kg de CrO;.

DOSIS DE N Hora EPC/1000
CrO; (mg/kg) . postratamiento células (ictde)
0 4 0 221.42 £51.16
4 24 175.04 £ 32.33
4 48 162.64 £ 58.34 »
4 72 191.66 + 88.35 &
20 4 0 2B2.16 £ 41.86
4 24 24571 £ 124,08 be
4 48 169.58 + 171,73 bd
4 72 122,19 + 136.96 b=

a vs. testigo h 0

b vs. tratado h 0
c vs. testigo h 24
d vs. testigo h 48
e vs. testigo h 72

En la figura 18 se muestra que realizar el NIF de los EPC en la S.P.
materna se observa que a las 48 h el compuesto administrado tuvo un

efecto significativo ya que la frecuencia de EPC disminuyé en comparacién
con las demas h. *
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70.67 69.47
901 60.74

60

30

Incremento total de
EPC

0 249 43 72
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(h)

* vs. testigo h 0

Figura 18.- Incremento total de la Sfrecuencia de EPC en sangre
periférica materna del dia 18 de gestacién.
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VIII. DISCUSION

Al analizar los resultados se observd que en el raton, la
administracién de 20 mg/kg de peso corporal de CrOs; en el dia 15 de
gestacion induce dafio genotéxico tanto en las madres como en sus crias;
ya que el ntimero de EPMN se incrementé significativamente a partir de las
24 h alcanzandose la maxima induccién a las 48 h.

El hecho que la administracion de CrO; haya incrementado la
frecuencia basal de EPMN indica que este compuesto es capaz de inducir
dafio cromosémico tanto en la hembra gestante como en sus crias. Se ha
propuesto que el Cr (V] tiene la particularidad de atravesar facilmente la
membrana de los eritrocitos y es dentro de éstos donde se reduce a Cr {I1I),
y posiblemente durante la reduccién se induce la formacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS}) las cuales causan dario oxidativo al ADN lo que

. 8¢ traduce en danio genotoxico (Fernandes, et al. 1999 y 2000; Ueno et al.,
2000). Algunos estudios han mostrado que los productos de la reduccién
del Cr (VI), reaccionan con el peroxido de hidrégeno para generar radicales
hidroxil y éstos actian como iniciadores de los eventos primarios de la
citotoxicidad del Cr (V). Ademas estos radicales causan dafio al ADN y
producen peroxidacién lipidica y efectos cancerigenos (Bagchi et al., 1997).

Shi y Dalal (1992) representan por medio del ciclo de Haber-Weiss el
mecanismo por el cual los compuestos de cromo (VI) son genotdxicos, ellos
proponen que el O2 puede reducir al Cr (VI) y generar Cr (V) el cual puede
reaccionar con H202 para producir *OH y generar nuevamente el Cr Vi), lo
que indica que es el radical *OH el que juega un papel importante en la
genotéxicidad de los compuestos de Cr (VI). Se ha mostrado que en la
reduccién del Cr(Vl) a (V), Cr(V) a (IV) y Cr{lll) a (II}, se donan electrones,
los cuales generan RCS dando como resultade dario al ADN, como ya ha

sido mencionado (Ueno et al., 2000).
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Probablemente el dafio genotoxico causado por el CrQj tanto en la
madre como ¢n el feto sea el resultado del dafio oxidativo generado por el
proceso de reduccién del Cr (VI). Asi mismo se ha descrito que los
compuestos del Cr pueden retrasar el ciclo celular de los eritroblastos
maduros (Venitt y Parry, 1984), por lo que es posible que dicho efecto haya
contribuido al incremento en el nimero de EPMN observado.

En nuestro estudio se observé que la induccién EPMN en madres es
menor comparada con la de animales adultos no prefiadas tratadas con la
misma concentracién de CrOs (en los cuales se incrementan hasta 15 MN
por 1000 EPC), lo que muestra que la disminucién en el nimero de MN
esta relacionada con la condicion de prefiez, probablemente este vinculado
con los cambios en la homeostasis de las hembras prefiadas, como son
hormonales, la reserva de nutrientes, metabolismo, etc. (Kaufman et al.,
1999).

Otra posibilidad es estar la hembra prefiada parte del agente pueda
estar pasando a los fetos (dano trasplacentario), lo que traeria como
consecuencia una disminucién de la concentracién del compuesto en la
sangre de la madre. Esto ya ha sido descrito por Ferm et al, 1969;
Danielsson et al, 1982 y Trivedi et al, 1989 los cuales observaron que
algunos compuestos del cromo son capaces de atravesar la barrera
placentaria.

Por otra parte al administrar un compuesto a las hembras prefiadas
éste es distribuido tanto en la madre como en el feto lo que hace que la
concentracién que llega al feto sea menor, aunque también se debe de
considerar el tamafioc del feto. Al respecto Danielsson ef al, (1982)
evaluaron en hembras prefiadas la concentraciéon de compuestos de cromo
que pasa hacia los fetos y encontraron que es muy baja (aproximadamente

€l 5 %) en relacién a la administrada. Sin embargo en la sangre periférica
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materna de los grupos tratados habia hasta siete veces mas de Cr (VI} que
en los grupos contreles (Trivedi et al.,, 1989). 7

El tiempo en el cual se observd la mayor induccion de EPMN fue a
las 48 h después de la administracién del CrOs, esto concuerda con
estudios previos en los que se empled el mismo compuesto y dosis en
hembras sin prefiar (Garcia-Rodriguez et al., 1998; 2000; 2001), lo cual
hace suponer que la gestacion no modifica los tiempos de induccién de
dano en los individuos adultos.

En cuanto a la frecuencia de EPC se observd que el CrOs altera en la
madre pero no en sus crias, ya que al comparar los grupos tratados con el
testigo solo se encontré una disminucion en las hembras gestantes, sin
embargo al comparar las frecuencias de EPC de los fetos entre horas de los
mismos grupos, se disminuye la frecuencia con respecto al dia de
gestacion, lo que indica que este efecto se debe al desarrollo fetal y no al
tratamiento.

La evaluacién de la frecuencia de EPC en sangre‘periférica nos
indica dafio citotéxico (Venitt y Parry, 1984}, sin embargo en diferentes
estudios ha sido imposible concluir respecto a este parametro debido a la
variabilidad natural que presenta; ya que un compuesto puede inducir
muerte celular por lo que si disminuye la frecuencia de EPC; a su vez esta
sefial puede desencadenar proliferacién acelerada de eritrocitos para
compensar dicha muerte (Venitt y Parry, 1984; Krishna et al, 2000).

En cuanto al efecto citotdxico de CrO; en tejido fetal, se observd que
pese a que existid una gran variabilidad individuatl en la evaluacién de la
frecuencia de EPC, los resultados son consistentes y reproducibles,
encontrandose que la disminucién se debi6 a la etapa del desarrollo fetal
{etapa de crecimiento) y no al tratamiento en si, ya que durante el
desarrolio embrio-fetal la divisién celular disminuye conforme se aumenta

la edad (Cole et al, 1983). El hecho que la frecuencia de EPC haya
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disminuido tanto en los grupos testigo como en los tratados apoya esta
interpretacion.

Al comparar la frecuencia de EPC de las hembras prefiadas con los
evaluados por otros autores y por nosotros mismos en otros estudios,
encontramos que la frecuencia de EPC de las hembras prefiadas es mayor
(aproximadamente 400 células) en comparacion con la de las hembras sin
prenar (Garcia-Rodriguez et al, 1998; 2000; 2001}, En cuanto a la
frecuencia de EPC en los fetos no hay trabajos previos.

Al analizar los fetos obtenidos de las hembras tratadas con el CrOs
se encontré un efecto sobre la velocidad del desarrollo, observado como
parpados abiertos y falta de osificacién en esternebras (doble apariencia y
disminucion en los puntos de osificacién) y extremidades (disminucion de
los puntos de osificacién). Sin embargo el tipo y la frecuencia de las
alteraciones nos hacen suponer que estas se deben a un efecto fetotéxico Y
no teratogénico, ya que se encontraron alteraciones a nivel de retraso en el
desarrollo (parpados abiertos, falta de osificacién en esternebras v
extrernidades).

Existen algunos trabajos enfocados a explicar algunas alteraciones
en el desarrollo embricnario y fetal como consecuencia de la toxicidad
materna. Chahoud, et al. (1999) observaron algunos signos de toxicidad
materna como son: disminucién del peso corporal y del apetito, toxicidad
en algunos érganos come el pulmén, el higado, lo cual puede conducir a la
muerte. Sin embargo también la induccién de alteraciones puede ser
debida a toxicidad en el desarrollo embrionario como por ejempio retardo
en el 'crecimiento, induccion de alteraciones y malformaciones, ademas de
embrioletalidad intrauterina (reabsorciones, aborto ¥y muerte} (Kalter,
1983). En nuestro estudio no se observaron signos aparentes de toxicidad
materna; salvo la disminucién del peso corporal después de ser

administrado el CrO3, que no llego a valores estadisticamente significativos
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y como lo muestran nuestros resultados las hembras recuperaron su peso
a los tres dias después del tratamiento {observado en las hembras
sacrificadas en el dia 18 de gestacién).

En nuestros resultados se observd una baja induccién de
reabsorciones {3 reabsorciones a las 48 h) en comparacién con otros
estudios (de 7 9 reabsorciones) en los que se han probado compuestos de
Cr (V]) en rata, ratén y hamster {Gale, 1974; 1978; Gale y Bunch 1979;
Trivedi, et al, 1989) pero esto es posiblemente debido al dia de
tratamiento, ya que la frecuencia de reabsorciones es mas alta cuando el
tratamiento se realiza en etapas tempranas de gestacion ¥ la frecuencia de
éstas disminuyen cuando el tratamiento se realiza en etapas mas
avanzadas (Ferm, 1971}, como lo es nuestro caso (dia 15 de gestacion).

Danielsson et al, (1982) estudiaron los periodos de desarrollo
prenatal del ratén y observaron que el organogénico comprende del dia 8 al
11 de gestacion; la gestacion media entre los dias 12 ¥ 15 (maduracidn) y
la gesfacién tardia del dia 16 al 18 (crecimiento}, siendo la l’l:lé.S susceptible
la etapa organogénica. En nuestro estudio la administracion del CrOs se
realizé en la etapa de fetogénesis en donde los fetos estan principalmente
en crecimiento y no se esperaba una alta incidencia de malformaciones
como lo muestran nuestros resultados.

Es interesante hacer notar que al administrar compuestos ya sea de
Cr () 6 de Cr (VI) a hembras prenadas, la concentracién de éstos se
incrementa en los fetos conforme transcurre la edad gestacional, éste
fendémeno ha sido observado con varias sustancias ¥ pueden ser debido a
factores tales como el aumento en la permeabilidad placental, aumento en
la unién del metal con el tejido fetal y/o por el desarrollo en el feto y para
el caso particular de los compuestos del Cr también interviene en la unién
con el hueso calcificado fetal, a partir del dia 14 de gestacion {Danielsson
et al, 1982).

61



En nuestro estudio pese a que la administracién del CrQO; fue en el
dia 15 de gestacién y se observé una disminucién en la velocidad del
desarrollo, no se observaron malformaciones. El tipo y frecuencia de las
alteraciones que observamos estan relacionadas con fetotoxicidad, ademas
de que se ha observado que cuando se presentan éste tipo de alteraciones
los fetos pueden recuperarse después del nacimiento bajo condiciones
normales (Chahoud et al, 1999}. De igual manera a éste tipo de
alteraciones ademas de asocidrseles con daro teratogénico directo también
se les ha asociado con un efecto secundario de la toxicidad materna,
siempre y cuando existan pocas malformaciones y baja frecuencia (Khera
1984; Hood 1989).

El tipo de alteracicnes esqueléticas que la administracién del CrOs;
indujo en los fetos fueron falta de osificacion en esternebras (doble
apariencia y disminucién en los puntos de osificacion) y extremidades
(disminucién de los puntos de osificacién). A las alteraciones esqueléticas
se les ha descrito como un indicador de dafio en el desarrollo embrionario
y fetal tanto en ratas como en ratén, aunque los fetos no presenten
malformaciones macroscépicas (Khera 1991).

Sin embargo Palmer (1979) considera algunas alteraciones en la
osificacién, como anormalidades esqueléticas menores entre las que se
encuentra la presencia de costillas supernumerarias y la osificacion de las
esternebras no son indicador de dario teratégeno, ya que no representan
una malformaci6n especifica, esto es porque existe una fase transitoria de
poca maduracion esquelética durante el desarrollo y este efecto
rapidamente desaparece con el crecimiento del ratén (Ronald 1989; Foulon
et al, 1999). En cuanto a las esternebras se ha observado que el desarrollo
incompleto resulta en asimetria de las mismas por lo que muchas
alteraciones pueden ser atribuidas a un retardo de la velocidad de

formacién de los huesos. Se ha descrito que las esternebras comienzan a
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formarse en el ratén entre el dia 13 y 14 de gestacion y concluye entre el
dia 17 y 18 (Palmer, 1979). Con lo anterior podriamos pensar ia frecuencia
de costillas rudimentarias y la asimetria en esternebras que observamos
€n nuestros resultados, no se deben a un dario teratogénico, sino a la falta
de desarrollo en los fetos, tal vez relacionado con toxicidad.

En la actualidad los estudios realizados con compuestos de Cr
administrados durante la gestacion, no han dado resultados concluyentes,
y los estudios para evaluar dafio genotoxico fetal practicamente estan
iniciando, asi como los de dafio genotdxico materno, por lo que nuestros
resultados contribuyen al estudio del entendimiento de los mecanismos y
cfectos de los compuestos del cromo en las hembras prenadas y sus crias,
pese a que este tipo de estudios no es facil abordarlos debido a la
complejidad de los mismos ya que factores tales como la ruta de
administracion, la dosis y el tiempo de tratamiento meodifican los
resultados y de alguna manera implican realizar el tamizaje haciendo
multiples combinaciones con las diferentes variables (Scialli 1992].

Asi entonces nuestros resultados indican que €l CrOs es un agente
genotdxice tanto para las hembras prefiadas como para sus crias y que

induce algunas alteraciones en el desarrollo fetal tal vez relacionadas con
fetotoxicidad.
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IX. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos, podemos concluir que:

l.- En ratones hembras prefiadas ia administracién de una sola
dosis de 20 mg/kg de CrQ; en el dia 15 de gestacion induce dafio
genotoxico, ya que se incrementa la frecuencia de EPMN en sangre

periférica a partir de las 24 y hasta las 72h posteriores al tratamiento.

2.- La maxima induccién de EPMN en sangre periférica materna se

presento a las 48 h posteriores al tratamiento.

3.- La administracién de 20 mg/kg de CrOs; a hembras preiiadas
también induce dafio genotéxico en los fetos, ya gque se incrementd la
frecuencia de EPMN en sangre periférica fetal a partir de las 24 y hasta las
72 h posteriores al tratamiento.

4.- La administracién de CrOs induce dario citotéxico en sangre
periférica materna, ya que altera la frecuencia de EPC, a partir de las 24 y
hasta las 72 h posteriores al tratamiento.

5.- La administracién de CrOs no induce dafio citotéxico en sangre
periférica fetal, ya que la frecuencia de EPC tanto del grupo testigo como

del grupo tratado presenta un comportamiento similar.

6.- La disminucién de la frecuencia de EPC observada entre horas de

los mismos grupos es debida al desarrollo fetal y no al tratamiento.
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7.- La administracién de 20 mg/kg de CrQO3 a las hembras prenadas
en el dia 15 de gestacion causa alteraciones en relacionadas con la
velocidad del desarrolio fetal como lo son; parpados abiertos y falta de
osificacién en esternebras (doble apariencia y disminucién en los puntos

de osificacién) y extremidades {disminucion de los puntos de osificacién).
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X. COMENTARIOS FINALES

1.- Dado el tipo y la frecuencia de las alteraciones observadas se
puedc decir que estas posiblemente son debidas a dario fetotéxico ¥ no

teratégeno.

2.- La variabilidad que se presenté en los resultados tanto para la
evaluacion de la induccion de EPMN como de la frecuencia de EPC,
pudiera ser disminuida aumentando el numero de células evaluadas, tal

vez empleando un citémetro de flujo.

66




XI. REFERENCIAS

Albert, L. A (1988) Curso basico de toxicologia ambiental; 22 ed.,
Ed. Limusa, México D.F, 311.

Aliverti V., Bonanomi L., Giavini E., Leone V. y Mariani (1979)
The extent of fetal ossification as an index of delayed development in
teratogenic studies on the rat; Teratology 20, 237-242.

Bagchi, D., Vuchetich, P.J, Bagchi, M., Hassoun E., Tran M. N,
Tang L. y Stohs (1997) Induction of oxidative stress by chronic
administration of sodium dichomate (Chromium VI} and Cadmium
Chloride (Cadmium II) to rats; Free Radical Biology & Medicine; 22 (3)
471-478,

Bianchi, V., Dal T. R., Debetto, P., Gino, L. A., Luciani, S., Majone
F. y Tamino G. (1980) Mechanism of Chromium Toxicity in mamalian
cell cultures; Toxicology 17, 219-224.

Brooks, A. L., Schimizu, R. W., Bemson, y Dautcher, J. S. (1984}
The induction of sister chomatid exchanges by Environmental
Pollutants: Relationship of SCE to other Measures of genetic damage,
en: Sister Chromatid Exchange. (eds) Tice R. y Hollaender A., Plenum
Publishing Corpotion, 150.

Carson, B. L., Ellis Il y McCann, J. L. (1987) Toxicology and
biological monitoring of metals in humans. Lewis Publishers, INC. p.p
68-74.

Casarett, P. A (1968) Radiation Biology, Atomic Energy
Commision; Prentice-Hall, Inc. EUA, p.p.368.

Cervantes, C. y Moreno, S. R., (1999) Contaminacién Ambiental
por metales pesados; ed. AGT Editor ; México; p.p. 157.

Chahoud, I, Ligensa A., Dietzel, L. y Faqi, S. (1999) Correlation
between maternal toxicity and embryo/fetal effects; Reproductive
Toxicology 13, 375-381.

Clarkson, W. T., Friberg, L., Nordberg, F. G. y Sager R. P. (1988)
Biological Monitoring of Toxic Metals. Ed Plenum Press., New York. PP
369-382.

67




Cole, R. J., Taylor, N., Cole, J. y Arlett, C. F (1979) Transplacental
effects of chemical mutagens detected by the micronucleus test. Nature
277.

Cole, R. J., Taylor, N., Cole, J. y Arlett, C. F. (1981) Short-term
tests for transplacentally active carcinogens. Mutation Res, 80:141-157.

Cole, R. J., Cole, J., Henderson, L., Taylor, N. A, Arlett, C. F. y
Regan, T. (1983); Short-term tests for transplacentally active
carcinogens: A comparison of sister-chromatid exchange and the
micronucleus test in mouse foetal liver erythroblasts; Mutation
Research 113, 61-75.

Danielsson, B., R.,, Hassoun, E y Dencker, L. (1982)
Embryotoxicity of Chromium: Distribution in pregnant mice and effects
on ernbryonic cell in vitro., Arch Toxicol 51, 233-245.

Dawson A. B., (1926) a note on the staining of the skeleton of
cleared specimens with alizarin red S. Citado en caffeine and reduction
of ossificattion in the rat: fact or artifact?. Mother, T. F (1988)
Teratology 37, 239-247.

De Flora, S., Camoirano, A., Serra, D. y Bennicelli, C. {1989)
Genotoxicity and Metabolism of Chromium compounds; Toxicological
and Environmental Chemistry 19, 153-160.

De Flora, S., Bagnasco, M., Serra, D. ¥ Zanacchi, P. (1990)
Genotoxicity of chromium compounds. A review; Mutation Research 238
99-172,

De Serres, F. (1983) Chemical Mutagenes principles and Methods
for their Detection; Ed. Plenum Press; New York; 8, 386.

Ferm, V.H., Hanlon P. y Urban J. {1969) The permeability of the
hamster placenta to radioactive cadmium; J. Embryol. Exp. Morphol.,
22,107-113.

Ferm, V. H. (1971) Developmental malformations induced by
cadmium. A study of time injections during embryogenesis; Biol.
Neonate, 19, 101-107.

68




Fernandes, M., Mota, M. 1, Silva, L. M., Oliveira, R. C., Geraldes,
G. C. y Alpoim, C. M. {1999} Human Erythocytes are Protected against
Chromate-Induced Peroxidation; Ecotoxicology and Environmental
Safety 43, 38-46. .

Fernandes, M., Geraldes, C., Oliveira, C. y Alpoim, M., (2000)
Chromate-induced human erythricytes haemoglobin oxidation and
peroxidation: influence of vitamin E, vitamin C, salicylate, deferoxamine
and N-ethylmaleimide. Toxicilogy Letters 114, 237-243,

Foulkes, E. C (1990) Biological effects of heavy metals. CRC Press
Vol. 11, 36-44.

Foulon, O., Girard, H., Pallen, C., Urtizberea, M., Repetto, L. ¥
Blacker, A. (1999) Induction of supernumerary ribs with sodium
salicylate; Reproductive Toxicology 13, 369-374.

Friberg, L y Nordberg, G. F. (1990), Handbook on the toxicology of
metals, 2a. ed, Elvesier Science Publishers B. V. Vol.II, 185-205.

Gale,; T. F. (1974) Effects of chromium on the hamster embryo.
Teratology, 9, p. 1917 ( Abstract).

Gale,T.F. {1978) Embryotoxic effects of chromium trioxide in
hamster Environ. Res.,16: 101-109.

Gale, T. F y Bunch, J. D. (1979} The effect of the time of
administration of chromium trioxide on the embryotoxic response in
hamsters., Teratology 19, 81-86.

Garcia-Rodriguez M.C (1996) Estudio de los efectos de la
clorofilina sobre el desarrollo embrionario y fetal del raton in vivo; Tesis

para obtener ¢l grado de maestro en ciencias en Biologia, UNAM, FES-
Zaragoza,

Garcia-Rodriguez M.C, Lopez Santiagoe V. y Altamirano Lozano M.

(1998) Estudio de la cinética de MN-PCE por CrOs, en sangre

penfenca de ratén, usando la técnica de naranja de acridina, Genetics
and Molecular Biology, Noviembre 21 (3),146.

Garcia-Rodriguez M.C, Lopez Santiago V. y Altamirano Lozano M.
A. (2000) Effect of Chlorophyllin on the MN-PCE induction in peripheral

69 ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLICTECLA



bloed of mice exposed to chromium trioxide in vivo; Environmental and
Molecular Mutagenesis Vol. 35, Supplement 31.

Garcia-Rodriguez M.C, Lopez Santiage V. y Altamirano Lozano M.
A {2001) Effect of chlorophyllin on chromium trioxide induced
micronuclei in polychromatic erythrocytes in mouse peripheral blood;
en Prensa.

Gillespie, J. R., Humphreys, A. D., Baird C. A. y Robinson A. E.,
(1990} Quimica; ed. Reverté; p.p. 1139,

Goémez-Arrolle, S. y Villalobos—Pietrini, R., (1983) Chomosomal
Alterations by some Chromium Salts, Cytologia 48,185-193.

Graedel, T.E., Hawkins, D.T y Claxton, L.D {1986) Atmospheric
Chemical Compounds, Sources, Ocurrence and Bioassay; Academic
Press, New York, 732.

Hayashi, M., Morita, T., Kodama Y., Sofuni, T. y Ishidate M Jr.
(1990) The micronucleus assay with mouse peripheral blood
reticulocytes using acridine orange-coated slides, Mutation Research
245, 245-249.

Hartwin, A., (1995) Current aspects in metal genotoxicity;
Biometals 8, 3-11.

Heddle, A. John, Hite, M., Kirkhart, M. K. y Salamone, F. M.
(1983) The induction of micronuclei as a measure of genotoxicity, ed.
Elsevier Science Publisher 83, 165-1110.

Heddle, A. J., Cimino, M. C., Hayashi, Romagna, F., Shelby M.D.,
Tucker, J. D. y MacGregor, J. T (1991). Micronuclei as an index of

cytogenetic damage; Environmental and Molecular Mutagenesis 18,
277-291.

Hood, R.D. (1989) Developmental Toxicology: risk assessment
and the future, Van Nostrand Reinhold, Washington, E.U p. 277.

Houge, C.J.R (1984) The effect of common exposures on
reproductive outcomes; Teratogen. Carcinogen. Mutagen. 4, 45-57.

70



International Register of Potentially Toxic Chemicals (IRPTC)
(1985) United Nations Environment Programme.

Kalter H. (1983) Issues and reviews in teratology, ed. Plenum
Press, New York, Vol. 1, 353.

Kaufman M. H. y Bard J. B., (1999) The anatomical basis of
mouse development; Ed. Academic Press 291,

Khera, K. S., (1984) Maternal toxicity. A possible factor in fetal
malformations in mice, Teratology 29, 411-416.

Khera, K. S, {1991]) Chemically induced alterations in maternal
homeostasis and histology of conceptus: their etiologic significance un
rat fetal anomalies. Teratology 44, 259-207.

King, M. T. y Wild, D. {1979) Transplacental Mutagenesis: The
Micronucleus Test on Fetal Mouse Blood. Hum. Genet 51, 183-194.

Krishna, G. y Hayashi, M. (2000) In vive rodent micronucleus
assay: protocol, conduct and data interpretation; Mutation Research
455,155-166. . '

Levis, A. G. y Majone, F., (1981} Citotoxic and clastogenic effects
of soluble and insoluble compounds containing hexavalent and trivalent
chromium; Br. J. Cancer 44, 219-235,

Li P.y Heflich A. R, {1991) Genetic Toxicology, ed. CRC, Press Inc,
361.

Liu, S. y Dixon, K., (1996} Induction of mutagenic DNA by
Chromium (VI) and Glutathione, Environmental and Molecular
Mutagenesis 28: 71-79.

Mendoza-Nufiez V. M (2000) Dafioc a! ADN en linfocitos de
ancianos en ralacién al estado nutricional y niveles sericos de

antioxidantes totales; Tesis para obtener el grado de Doctor en Ciencias,
UNAM 36-40.

Mertz, W. (1969) Chromium Occurrence and Function in
Biological Systems., Physiological Reviews vol. 49, No. 2.

71



Miranda, H. J. (1992); Estudio del comportamiento fisico y
quimice del cromo en aguas profundas del municipio de Tultitlan,
Estado de México; Tesis FES-ZARAGOZA UNAM;85 -

Mirsalis, C., Jon, Hamilton, M. C. y Patierno, 8. {1996) Chomium
(V1) at plausible Drinking water concentrations in not genotoxic in the in
vivo bone marrow micronucleus or liver unscheduled DNA synthesis
assay; Environmental and Molecular Mutagenesis 2, 60-63.

Newman, M.C, Mc. Intosh, A. W. (1991} Metal Ecotoxicology; Ed.
Lewis Publishers 395

Nishio, A. y Uyeki E. (1985) Inhibition of DNA synthesis by
chromium compounds; Journal of Toxicology and Environmental Health
15, 237-244,

Norseth, T. (1981) The Carcinogenicity of Chromium;
Environmental Health Perspectives; Vol. 40,121-130.

Ortiz-Monasterio, P. F. y Cortinas de Nava C., Maffey, G. L.
(1987) Manejo de los desechos industriales peligrosos en México,
Universo veintiuno, México.

Palmer, A. K.(1979) Sporadic malformations in laberatory
animals and their influence on drug testing. En: Drug and fetal
development (1972). Kingberg, A., Abramovici, A. Y Chemke(Eds).45-60.

Pei-Shan, L. y Meng-Kai, L., (1997) Biphasic effects of chromium
compounds on catecholamine secretion from bovine adrenal medullary
cells; Toxicology 117, 45-53.

Rojas, E., Herrera, L., Poirier L. y Ostrosky-Wegman, P., (1999)
Are metals dietary carcinogens?; Mutation Research 443,157-181.

‘Ronald, D. (1989) Developmental toxicology. Risk assessment and
the future; Ed. VNB; 279.

Rutledge, J., (2000); Preimplantation Teratology and the
Placenta; Teratology 61, 246-247.

Schmid, W. y Ledebur, M. V. (1973) The Micronucleus test
methodological aspects mutation research. 19, 109-117.

72



Scialli, R. A, {1992) A clinical guide to reproductive and
developmental toxicology; ed CRC Press;284.

Staples, R. E. y Schnell, V. L,(1964) Refinements in rapid
clearing technique in the KOH-alizarin red S method for fetal bone,
Stain. Technol, 34, 61-3

Shi, X. y Dalal, N. S., {1992) The role of superoxide radical in
chromium (VI)-generated hydroxyl radical: The Cr {Vl} Haber-Weiss
cycle, Biochemistry and Biophisics, Vol. 292 (1), 323-327

Soo, K. B., Myung, H.CH., Jung, K. H. {2000) Statistical analysis
of in vivo rodent micronucleus assay, Mutation Research 469, 233-241.

Tamino, G., Peretta, L. y Levis, A.G (1981) Effects of trivalent and
hexavalent chromium on the physicochemical properties of mammalian
cell nucleic acids and synthetic polynucleotides; Chem. Biol.
Interactions 37, 309-319.

Tayler, P. (1986) Practical Teratology; Ed. Academic Press Inc,
Orlando Florida; 171,

Trivedi, B; Saxena, K. D.; Murthy,C. R. y Chandra, V. § (1989)
Embryotoxicity and fetotoxicity of orally administered hexavalent
Chromium In Mice; Reproductive Toxicology Vol. 3, 275-278.

Tucker, J. D. y Preston, R. J {1996). Chromosome aberration,
micronuclei, aneuploidy, sister chromatid exchanges and cancer risk
assessment. Mutation Research 365, 147-159.

Ueno, 8., Kashimoto, T., Susa, N., Furukawa, Y., Ishii, M., Yokoi,
K., Yasuno, M., Sasaki F., Ueda, J., Nishimura, Y. y Sugiyama (2000}
Detection of dichromate (VI)-induced DNA strand breaks and formation
of paramagnetic chromium in muitiple mouse organs, Toxicology and
applied pharmacology, 56-62.

Vega G. 5. y Reynaga O. (1990) Evaluacién epidemioldgica de
riesgos causados por agentes quimicos ambientales; Ed. Limusa;
México D. F; 727.

Venitt, 5. y Parry, J. M. (1984); Mutagenicity testing a practical
approach; ed. Press Limited, 337.

73



Villagémez, M. M. (1981) Efectos producidos por el triéxido de
cromo sobre los cromosomas de las células meristematicas de la raiz de
Vicia Faba, Tesis Facultad de Ciencias, Depto. de Biologia, UNAM,.50,

Vouk, V. (1986) General chemistry of metals. En: Handbook on
the toxicology of metals.(Eds} L. Fribrs,G.F.Elsevier. Cap.1

Wells, G. P., Kim, M. P., Laposa, R. R., Nicol, J. C., Parman, T. y
Winn, M. L., (1997) Oxidative damage in chemical teratogenesis;
Mutation Research 396, 65-78,

Wise, D., Beck, 8., Beltrame, D., Beyer, B.,Chahoud, I, Clark, R.,
Druga, A., Feuston, M., Guittin, P., Henwood, S., Kimmel, C.,
Lindstrom, P., Palmer, A., Petrere, J., Solomon, H., Yasuda, M. y York,
R. (1997) Terminology of developmental abniormalities in common
laboratory mammals {versionl}; Teratology 55, 249-292,

74



	Portada

	Índice

	I. Resumen

	II. Introducción

	III. Planteamiento del Problema

	IV. Hipótesis

	V. Objetivos

	VI. Material y Método

	VII. Resultados

	VIII. Discusión

	IX. Conclusiones

	X. Comentarios Finales

	XI. Referencias


