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L RESUMEN

En México y desde los afios 80, dentro de la Facultad de Quimica de la UNAM, se
han desarrollado una serie de compuestos de coordinacion de Cobre (Il), con una
promisoria actividad biolégica en contra del cancer. Asi, si el fin de tal farmaco es llegar
a ser aplicado en los humanos, se deben seguir una serie secuencial de estudios
dentro de los cuales deben realizarse los de Toxicologia del Desarrollo en animales de
laboratorio. _

En el presente trabajo se éstudio el efecto de la Casiopeina ligly Acua(4,7 —dimetil-
1,10 fenantrolina) (glicina) cobre (Il) Nitrato, sobre el desarrollo embrionario y fetal
utilizando como sistema de prueba a ratones de la cepa CD-1 al ser administrada por
via intraperitoneal del dia 6 al dia15 de gestacion.

Tres grupos de animales fueron tratados con 2.2, 3.3 o 4.4 mg/kg de peso
corporal de Casiopeina ligly, incluyendo dos grupos control; uno tratado con agua
destilada inyectable (testigo negativo) y el otro con 5 mg de cloruro de cadmio por kg de
peso corporal (testigo positivo).

Los resultados mostraron que el compuesto quimico utilizado causd una
disminucién en la ganancia de peso corporal de las hembras gestantes tratadas con 4.4
mg/kg de Cas ligly (0.54 g por dia, P< 0.05), disminucién del numero de sitios de
implantacién, de la media del nimero total de fetos obtenidos por camada, mientras
que el numero de reabsorciones se incremento.

El porcentaje de fetos muertos (término) para los grupos tratados con 2.2 0 3.3
mg/kg fue del 1-3%, mientras que para el grupo tratado con la mayor dosis de Cas ligly
no hubo presencia de fetos muertos, sin embargo en la dosis mas alta el niumero de
camadas obtenidas fue menor, esto es hubo hembras que perdieron el 100% de la
camada.

Los fetos observados se evaluaron bajo los criterios del glosario internacional de
términos para el desarrollo de anormalidades estructurales en animales de laboratorio
(1° version) (Wise et al., 1997).

En el grupo tratado con 2.2 mg/kg Cas ligly se encontrd que; 6 fetos machos
(11.53%) y 1 feto hembra (1.53%) presentaron micromelia, extremidad

desproporcionalmente corta o pequefa, mientras que en el grupo tratado con 3.3



mg/kg; 5 fetos machos (7.93%) y 3 fetos hembra (6.38%) presentaron la misma
anormalidad.

Por otro lado se observo la presencia de extremidades mal rotadas, extremidad
rotada hacia el centro o la periferia. En el grupo tratado con 3.3 mg/kg; 3 machos
(4.61%) vy 4 hembras (6.34%) presentaron esta alteracion, mientras que en el grupo
tratado con 2.2 mg/kg de Cas ligly hubo un feto macho (1.92 %) y 3 fetos hembra
(4.61%) con la extremidad mal rotada.

Otra anomalia observada fue la extremidad hiperextendida, extension excesiva
de la pata. En la dosis de 2.2 mg/kg hubo un feto macho (1.92%) y 3 fetos hembra
(4.61%) mientras que en la dosis de 3.3 mg/kg se observaron 3 fetos macho (4.61%) y
un feto hembra (1.58%).

En la dosis de 3.3 mg/kg, 5 fetos hembra (7.93%) y 1 feto macho (1.53%)
tuvieron cola enroscada.

Las siguientes malformaciones se encontraron en un solo feto del total de fetos
revisados por grupo, para el grupo tratado con 2.2 mg/kg se observo; macho con
exencefalia, protuberancias del cerebro fuera del craneo, macho con criptoftalmia, no
hay formacion del parpado, macho con hiperflexion de una extremidad, doblamiento
excesivo de una extremidad o unién, hembra con braquidactilia (digitos acortados),
hembra con cola enroscada, macho con cola doblada. En el grupo tratado con 3.3
mg/kg se observo; macho con amelia, ausencia total de uno o mas miembros, macho
con braquidactilia, hembra con sindactilia, fusién del tejido entre los digitos, hembra
con cola doblada, hembra con cola en forma de gancho.

En el grupo que recibié la dosis mas alta (4.4 mg/kg) no se observaron
malformaciones gruesas. El grupo testigo tratado con agua destilada inyectable, no
presentd ningun tipo de efecto, mientras que el grupo tratado con Cadmio mostrd un
alto porcentaje de malformaciones macroscopicas ya que el 100% de las camadas
obtenidas se vieron afectadas por el compuesto.

Al analizar los datos de las malformaciones por sexo, se encontré que el grupo
tratado con 2.2 mg/kg obtuvo el mismo nimero de hembras y machos afectados vy el
80% de las camadas fueron afectadas por el compuesto, mientras que el grupo tratado

con 3.3 mg/kg se observo que los fetos machos fueron mas susceptibles de dafio que



los fetos hembra y el 70% de sus camadas fueron afectadas.

Cuando se realizo el andlisis de los fetos para evaluar las alteraciones
esqueléticas se encontrd que en todos los grupos analizados se observaron variaciones
esqueléticas, encontrando que a mayor dosis mayor porcentaje de fetos malformados y
mayor frecuencia de camadas alteradas.

En el grupo tratado con 2.2 mg/kg de la Cas ligly, se observaron por lo menos
una malformacién en el 36.84% del total de fetos observados de las cuales; el 13.55%
correspondi® a la presencia de costillas supernumerarias, el 7.89% a costillas
rudimentarias, el 5.26% a costillas cortas, el 10.52% a esternebras rudimentarias, el
15.78% a esternebras asimétricas y el 5.26% a esternebras divididas asimétricamente.

Cuando se analizé el grupo tratado con 3.3 mg/kg de Cas ligly, en el 65% del
total de fetos se registré algun tipo de malformacién esquelética. En este caso el
36.92% presentaban costillas supernumerarias, el 18.46% costillas rudimentarias, el
15.38% costillas cortas, el 4.61% esternebras supernumerarias, el 3.07% esternebras
en forma de pesa, el 12.30% esternebras rudimentarias, el 23.07% esternebras
asimétricas, el 3.07% esternebras divididas asimétricamente y el 1.53% tenian
vértebras lumbares revueltas.

Para el grupo tratado con 4.4 mg/kg de Cas ligly, se observo que el 90% del total
de fetos revisados presentaron, al menos, un tipo de malformacion esquelética. En este
caso el 80% presentd costillas supernumerarias, el 50% costillas rudimentarias y
cortas, el 10% esternebras supernumerarias, el 20% esternebras en forma de pesa, el
3% esternebras rudimentarias y el 50% con esternebras divididas asimétricamente.

El grupo testigo positivo tratado con cadmio presento el 75% del total de fetos
observados con alguna malformacion esquelética y en el grupo testigo negativo el
22.5% del total de fetos observados presentaron al menos una malformacion
esquelética.

Los resultados obtenidos muestran que las tres dosis de casiopeina ligly

administradas en este trabajo provocan efectos embriotoxicos y teratogénicos.



Il. INTRODUCCION

1. Agentes Antineoplasicos.

Una gran proporcién de la investigacion clinica sobre el cancer se centra en el
problema de como matar selectivamente las células cancerosas. En su mayoria, los
métodos actuales aprovechan diferencias relativamente sutiles existentes entre las
células normales y las neoplasicas con respecto a su velocidad de proliferacion, a su
metabolismo y a la sensibilidad a la radiacion; estos métodos tienen efectos toxicos
locales desagradables. Algunos tipos de células cancerosas son especialmente
vulnerables al ataque selectivo porque dependen de hormonas especificas o porque
sus superficies tienen caracteristicas quimicas no usuales que pueden ser reconocidas
por anticuerpos (Alberts et al., 1989).

La mayor parte de los antineoplasicos actuan en diferentes fases de la division
celular, las células mas susceptibles son aquellas que tienen una alta capacidad de
proliferacion, aunque también se afectan las células normales que suelen tener un alto
recambio. Ello explica muchos de los efectos indeseables, es decir, pueden destruirse
foliculos pilosos, médula dsea, epitelio intestinal y pulmonar (Rotemberg et al., 1999).
En general son tres los efectos adversos que tienen los anticancerigenos;
Teratogénesis, Mutagénesis y Carcinogénesis (Pratt y Ruddon, 1979)

Los farmacos antineoplasicos se clasifican en distintas familias segin su:
actividad bioquimica y origen (Rotemberg et al., 1999). Estas familias incluyen: Agentes
sintéticos andlogos a las drogas conocidas que son utilizadas por su eficacia,
productos naturales o antibioticos, derivados de las plantas, antimetabolitos y algunos
agentes miscelaneos.

El uso apropiado de un agente contra el cancer; finalmente depende del
entendimiento de su mecanismo de accién en todos los niveles, es decir, a nivel
molecular, celular, de tejidos, y 6rganos, asi como dentro del animal como un todo. Sin
este conocimiento solo se pueden tomar decisiones intuitivas para la eleccion de
agentes anticancerigenos y esperar que el resultado clinico sea util (Sporn y Suh,
2000).



2. Produccion de Medicamentos.

Muchas de los farmacos que se usan actualmente como la Efedrina, la
Resepina, y la Cafeina han sido usadas por cientos o miles de afios. Las propiedades
terapéuticas de estas drogas se descubrieron empiricamente por el folklore y la
medicina tradicional o revisando su actividad en plantas, animales o microorganismos.
En la actualidad, el descubrimiento de algunas drogas, aun sigue siendo empirico (Chi-
Jen, 2000).

Muchas de las mas recientes drogas, son sintetizadas por tecnologia de la
quimica organica. La sintesis quimica produce agentes con una alta pureza a bajo
precio. La gran ventaja de las drogas sintéticas es que se pueden hacer cambios en la
estructura del farmaco durante el proceso de sintesis y estos cambios pueden realzar la
actividad farmacoldgica o reducir sus efectos (Burgen, 1986; Sarel et al., 1992).

En las ultimas dos décadas, cuando las bases moleculares y la bioquimica de
accion de un farmaco fue mejor entendida, se pudieron desarrollar nuevas drogas por
modificacién molecular sistematica, con el objeto de cuantificar la relacion estructura-
actividad, resultando en el mejoramiento de la farmacocinética (absorcion, distribucién y
eliminacioén) o la farmacodinamica (mecanismos de accion del farmaco, sitios de union
en la célula) y el comportamiento molecular (Chi-Jen, 2000).

Hasta el dia de hoy el suefio de conquistar una enfermedad es casi siempre
alentada por el descubrimiento y uso apropiado de un farmaco. Este interés hace
posible que la investigacion en quimioterapia siga progresando.

El proceso en el desarrollo de un farmaco es complicado, consume tiempo y es
costoso. Finalmente, el resultado es impredecible y desconocido. Cientos y a veces
miles de compuestos quimicos deben ser aislados o sintetizados y probados para
encontrar el compuesto optimo que logra una actividad farmacolégica especifica sin
serios efectos colaterales (Chi-Jen, 2000).

La complejidad en el desarrollo de un farmaco involucra una multitud de
disciplinas cientificas comprometidas en la evaluacién de farmacos y productos
biologicos. La quimica organica tradicional sintetiza y purifica un nuevo compuesto. La

bioquimica estudia el metabolismo de los procesos vivos. La toxicologia investiga los
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efectos dafinos potenciales del quimico. La farmacologia examina las actividades
farmacolégicas especificas y su relacion estructura-actividad. Por su lado, la ciencia de
la computacion utiliza maquinas sofisticadas para analizar y evaluar los nuevos
farmacos. Cada una de estas disciplinas contribuyen con el desarrollo de nuevos
farmacos (Chi-Jen, 2000).

La Pharmaceutical Manufactures Association (PMA) actualmente estima que el
tiempo en la investigacion de un nuevo farmaco es de aproximadamente de 10 afios,
o mas, antes de que la Food and Drugs Administration (FDA) pueda aprobarla para su
uso en el tratamiento de enfermedades, incluyendo, en promedio, 125 millones de
ddlares para desarrollar una nueva droga (Chi-Jen, 2000).

Actualmente existen 44 farmacos antineoplasicos tanto de origen organico como
inorganico, aprobados para su uso, de ellos so6lo dos, el cisplatino y el carboplatino son
farmacos inorganicos obtenidos a partir de platino y ninguno de los 44 son de
tecnologia nacional (Bravo et al., 2002).

3. Farmacos de Centro Metalico y Casiopeinas.

El compuesto cis-(Pt (NH3)2Cl;) nombrado cis-diclorodiaminoplatino(ll), también
comunmente conocido como cisplatino o cis-DDP, es una molécula conocida desde el
siglo XIX. Su actividad biolégica fue conocida por accidente cuando, el biofisico Barnett
Rosemberg estudiaba los efectos de los campos eléctricos en crecimiento de células de
Escherichia coli (Mendiola et al., 2003). Rosemberg en 1969 citado por Mendiola et al.,
2003, reportd la actividad citostatica de un compuesto sintético de origen inorganico
que marcé la pauta de una nueva serie de compuestos con las siguientes
caracteristicas (Ruiz-Azuara, 2000):

. Un espectro mas amplio de actividad
. Mayor efectividad clinica antitumoral
. Disminucién de efectos eméticos y renales
. Sinergismo en terapias combinadas.

Una nueva familia de compuestos del tipo quelatos mixtos de cobre(ll),
denominados Casiopeinas® (Su nombre proviene de la constelacion Casiopea, formada

por seis estrellas, ordenadas con el mismo arreglo molecular de estos compuestos)



patentados y registrados a nombre de la UNAM (Ruiz-Azuara, 1992) comenz6 en 1976
con la idea de que los metales en compuestos de coordinacién con moléculas
organicas pudieran llegar a interaccionar con el ADN de las células cancerosas,
interrumpiendo asi su reproduccion incontrolada, dentro de la fase de tratamiento.
Aunque en ese tiempo surgié el cisplatino, compuesto anticancerigeno metalico que
revolucioné la quimioterapia por su capacidad para atacar canceres que eran
resistentes a otro tipo de compuestos, su alta toxicidad provoca la caida del cabello,
" vomitos y secuelas secundarias graves, -como dafios en los rifiones. Ante tal
circunstancia, Ruiz-Azuara trabajé con elementos metalicos esenciales, presentes en
los humanos, por ser fundamentales para alguna funcién biolégica. Si por alguna causa
ajena al organismo se adquieren excesos de ese tipo de metales, se activan procesos
homeostaticos para eliminarlos (Alex, 2002).

Para el disefio de estos nuevos farmacos, como compuestos de coordinacién se
consideraron las siguientes premisas (Ruiz-Azuara, 2000):
. Utilizar metales de transicién que son esenciales para los procesos vitales (Mn,
Fe, Co, Ni, Cu y Zn), de estos el cobre (ll) presento la geometria mas cercana a los
compuestos de platino (I1).
. El uso de elementos esenciales disminuiria de manera importante la toxicidad de
los posibles farmacos, ya que los organismos tienen procesos homeostaticos para
regular los excesos de elementos esenciales.
3 Contener ligantes quelatos que aumenten la estabilidad de los sistemas y
mantengan la geometria cis, que ya habia demostrado Rosemberg, ser la mas activa.
- Que estos ligantes presentaran propiedades hidrofébicas e hidrofilicas, por lo
que debian ser quelatos mixtos.
. La variabilidad de sustituyentes quimicos en los quelatos podrd generar
selectividad preferencial sobre algunos tipos de tejidos tumorales.

Las formulas generales de las Casiopeinas® son:

{Cu(N-N)(N-O)INO; o {Cu(N-N)(O-O)}NO3 donde, (N-N) ~ fenantrolinas o bipiridinas

substituidas, (N-O) ~ aminoacidatos o péptidos y (0-O) ~ acetilacetonato o
salicilaldehidato.

La hipotesis del proyecto de Casiopeinas, fue disefiar moléculas con metales



esenciales, cuyas caracteristicas quimicas y estructurales les permitieran atravesar
membranas, interaccionar con el ADN y ser solubles en agua para difundirse en el
organismo (Alex, 2002).

De los compuestos metélicos se comenzaron a probar los de cobre porque
formaban estructuras planas (sus atomos principales estdn en un mismo plano),
parecidas a las del cisplatino. Otra de sus ventajas, es su abundancia relativa en la
naturaleza y de alli su menor costo comparado con el platino. Debido a que el cancer
neo es uno solo, sino que produce diversos tipos de tumores, con causas diferentes, se
cred una matriz de compuestos ternarios (de tres unidades) de cobre, donde se
modifican los sustituyentes, de tal manera que la estructura basica de los compuestos
es la misma. La obtencién de la familia de farmacos en su totalidad implicé mucho
trabajo: el disefio del compuesto, su sintesis, optimizacién y caracterizacion, ademas
de la determinacion de las propiedades fisico-quimicas, como estabilidad ante
disolventes, estabilidad al pH, propiedades magnéticas, etc. También fue necesario
montar las pruebas de cernimiento y actividad biologica in vitro e in vivo, donde se
determind que los compuestos tenian actividades citotoxicas, genotoxicas vy
antineoplasicas. Sin embargo, aln no se sabe como actta el metabolismo sobre estos
farmacos. Los compuestos con mayor actividad pasaron a los estudios de
farmacologia y toxicologia, donde se desecharon los mas toxicos y los menos activos.
Los seleccionados fueron analizados determinandose su farmacocinética vy
farmacodinamica (modo y tiempo de absorcion, distribucidon y eliminacion del
organismo) en varias especies animales y sangre humana (Alex, 2002).

Estos resultados indican de manera preliminar que la sustitucion en las diiminas
modifica el grado de actividad y la modificacion del ligante iénico es responsable de la
selectividad del farmaco, hacia el tipo de tumor (Bravo et al., 2002).

De los 100 compuestos patentados de la familia de las Casiopeinas® (todos con
cobre) se han seleccionado los mas activos y menos téxicos para realizar pruebas
preclinicas en animales, como gatos con leucemia viral felina y en ratones "desnudos"
o0 sin respuesta inmune a los cuales se les introdujo un tumor humano. Los resultados
han sido exitosos. Del total de compuestos se eligieron 24, de los cuales se

seleccionaron cinco vy, finalmente, dos, los mas prometedores por su solubilidad y



selectivos para leucemia y carcinomas. Esas dos moléculas llevan el nombre de

Casiopeinas® Il y Ill, de las cuales hasta el momento se tienen nueve subfamilias, unas

mas activas que otras ya sea in vitro o in vivo (Alex, 2002).

3.1 Casiopeina ligly

La Casiopeina Il gly -Acua(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina) (glicina) cobre (ll)

Nitrato; (Cas llgly) Figura 1. Tiene las siguientes propiedades:

La Cas llgly tiene un Peso Molecular de 423 gr/mol y un pKa de 5.4 ( Reyes et
al., 2002).

Es estable en agua y en estado solido ( Ruiz-Azuara et al. 1995).

Es estable en condiciones de luz-obscuridad y refrigeracién, por lo menos
durante 21 dias y se degrada muy faciimente cuando se expone a la luz.

Debido a que el pH del estomago es de 1 aproximadamente y la molécula se
disocia a ese pH, esta casiopeina no se puede administrar por via oral (Ferrer et
al.,1995).

Inhibe en mayor proporcién el indice mitético en comparacion con el Cisplatino o
la Mitomicina-C (Morales et al., 1995).

La LDsy por via intraperitoneal, es de 8.8 mg/kg en ratones de la cepa CD1
(Garcia et al., 1995).

La Casiopeina ligly ha mostrado tener actividad antin’eoplésica en tumores
solidos (De Vizcaya, et al., 1996).

La Cas ligly fue desarrollada como un farmaco anticancerigeno activo especifico
contra lineas celulares Hela, L1210, y Calo. También para tipos de cancer
S$180, B16 y LW1 (Ruiz-Azuara, et al., 1991 citado por Rivero-Muller et al.,
1998).

Es potencialmente citotoxica y también mata células por apoptosis (De Vizcaya-
Ruiz et al., 1998).

Se ha reportado que tiene gran habilidad para degradar al ADN (Huber, et al.,
1987 citado por Rivero-Mdiller, et al., 1998)

La Casiopeina ligly administrada del dia 6-15 de gestaciéon en una dosis de 4.4

mg/kg a ratones hembra prefiadas induce microntcleos (Garcia et al., 2002).



e |nteracciona con la Adenina (Tovar et al., 2002).

e EIl producto de la reaccion entre todas las Casiopeinas Il y la adenina es el

dimero [Cuz(4,7- dimetil- 1,10-fen), adenina;] (NOs), (Cirigo et al., 2002).

e Se une a un alto grado (> 97%) de proteinas plasmaticas, principalmente la

albimina.
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Figura 1. Estructura quimica de la Casiopeina ligly. Acua(4,7-di-metil-1,10-fenantrolina, glicina
cobre ll) nitrato (Reyes et al., 2003).



4. Toxicologia Reproductiva.

La Toxicologia Reproductiva es la parte de la Toxicologia general que estudia los
efectos adversos producidos por agentes exdgenos en la reproduccion. Esta es una
definicién muy amplia que incluye varios tipos de toxicidad que con frecuencia se
manejan de forma separada. Por ejemplo, la teratogenicidad; capacidad de causar
grandes malformaciones estructurales en el feto en desarrollo, y la toxicologia del
desarrollo, que estudia las alteraciones producidas en la descendencia como resultado
dé la exposicién de hembras gestantes o lactantes a xenobidticos (Bonilla et al., 2001).

Dentro de los xenobidticos se incluyen agentes quimicos naturales o sintéticos,
biolégicos (virus) y fisicos (radiaciones). Estos pueden afectar cualquiera de las etapas
del ciclo reproductivo e interferir con la fertilidad o el desarrollo prenatal o postnatal de
los individuos (ECETOC, 1983; Bonilla et al., 2001).

La identificacion de agentes con efectos deletéreos sobre la reproduccion se
basa tanto en estudios en humanos como en animales de laboratorio. En el primer
caso, la informacion es obtenida de personas laboralmente expuestas de manera
rutinaria o accidental a los agentes potencialmente téxicos. En el caso de los animales
de laboratorio, la informacion es obtenida a partir de exposiciones experimentales
controladas. Evidentemente, lo mejor para la identificacion de reprotoxicos es seguir
esta Ultima via. Para hacer esta evaluacién, se parte de los siguientes supuestos
(Bonilla et al., 2001).

i Un agente que produce un efecto reproductivo adverso en animales de
laboratorio puede tener ese efecto en humanos. Este punto se basa en comparaciones
de los datos obtenidos del efecto de los agentes potencialmente téxicos en humanos y
en animales de laboratorio (Kimmel et al., 1990).

2. Se asume que un agente que afecta la funcién reproductiva en un sexo, afectara
también la funcion reproductiva en el otro sexo. Los mecanismos de dafio causados por
este agente, ademas, seran similares en los sistemas reproductores masculinos y
femeninos, dada la similitud en los procesos bioldgicos que se llevan a cabo en machos
y hembras (Bonilla et al., 2001).

3. En ausencia de informacién para determinar cual es la especie animal mas

apropiada para evaluar el riesgo reproductivo, se deben usar los datos obtenidos de la



especie animal mas sensible, ya que se ha observado que los humanos son mas
sensibles que la mayoria de las especies animales empleadas en los estudios de
toxicidad reproductiva (Working, 1989).

4, En un analisis cuantitativo para evaluar toxicidad reproductiva, la curva dosis-
respuesta sera lineal a partir de un cierto umbral. Esto se basa en el hecho de que las
células y organos del sistema reproductivo tienen cierta capacidad para evitar o reparar
el dafio producido. Frecuentemente se presenta un umbral en las dosis utilizadas, a
partir del cual se produce el dafio.

Los efectos adversos en la reproduccion humana son mdltiples y no han sido
completamente entendidos. Los factores hereditarios por si solos son dificilmente
responsables de una gran proporcion de estos efectos, ya que la otra causa de estas
alteraciones es debida a la exposicion de quimicos sintéticos y naturales, drogas,
radiacion, consumo de alcohol e infecciones. Sin embargo, la magnitud de cada uno de
ellos es desconocida. Mas aun la limitacion y el control de la exposicidon a quimicos
sintéticos pueden reducir el riesgo de los efectos adversos en la reproduccion (Scialli,
1992).

Compuestos quimicos, los cuales, pueden afectar la reproduccion tienen que ser
primeramente identificados por pruebas biologicas y poner en marcha la tarea de hacer
una valoracién critica de los quimicos considerando (ECETOC, 1983);

a) Tener la informacién sobre Toxicologia Reproductiva requerida que permita
evaluar el riesgo y en que orden deben estos aspectos ser tratados

b) Cual es el estado de evaluacion de estos aspectos.

c) Cual es la relevancia del hallazgo para el hombre.

d) Existe alguna dosis que no afecte la reproduccion.

e) Que recomendaciones pueden hacerse para mejorar la evaluacién de los
riesgos.

Con el fin de identificar y caracterizar el potencial toxico reproductivo de los
compuestos quimicos, se debe tener en cuenta su estructura quimica, su modo de
accion y la relacién dosis-efecto (ECETOC, 1983);



1. Relacién estructura-actividad.

Deben revisarse las similitudes de la estructura quimica de la sustancia bajo
consideracion, con respecto a los compuestos conocidos o estar libre de efectos
toxicos reproductivos.

2, Modo de accién.

Los agentes exdgenos pueden tener una accion directa o indirecta sobre los
procesos reproductivos. Los agentes que afectan directamente pueden alterar el
desarrollo normal de las células, tejidos y 6rganos por la madificacién o inhibicion de la
proliferacion celular. Interferencias indirectas causan desordenes metabdlicos u
hormonales por una intoxicacién general de la madre o afectando la actividad sexual de
los padres. También la funcién de la placenta, puede afectar seriamente la
reproduccién, especialmente el desarrollo embrionario o fetal.

Los efectos mas dafiinos son las mutaciones causadas en las células
germinales, las cuales son heredadas y estas causan la muerte o anormalidades en las
generaciones subsecuentes.

3 Relacion dosis-efecto.

Para establecer la relacion entre un agente y los efectos observados es esencial
demostrar que hay una correlacion entre la dosis y estos. Al incrementar la
concentracién o el nivel de dosis de la sustancia a prueba generalmente se observa un
aumento en la severidad de los efectos y en la incidencia en los efectos, asi como una
amplia variedad de alteraciones (ECETOC, 1983).

En algunos casos puede ser imposible establecer una clara relacién dosis-efecto
porque esta es enmascarada por otros eventos toxicos. Un motivo importante para
establecer la relacion dosis-efecto es determinar la dosis en la cual no hay efecto, es
decir, la dosis en la cual no hay cambios fisiolégicos, morfolégicos y funcionales en
ningun momento de la reproduccion (ECETOC, 1983).

4.1 Pruebas en Toxicologia Reproductiva.
El propésito del desarrollo de estudios toxicoldgicos es evaluar el efecto de las
sustancias problema en el desarrollo de los fetos que resulta desde la exposicion de

los progenitores antes de la concepcién o la exposicion de la madre durante el



desarrollo prenatal. Los efectos adversos son las conclusiones que pueden ser
utilizadas para evaluar el potencial téxico de la sustancia problema. Las cuatro mayores
manifestaciones de los efectos de la sustancia en el desarrollo del organismo son;
muerte, anormalidades estructurales, alteracion o retardo del crecimiento y deficiencias
funcionales. Para muchas sustancias, estas manifestaciones estan relacionadas con la
dosis y la duracién de la exposicion y el momento del desarrollo. (Redbook, 2000).

Desde el contratiempo, que se tuvo, hace 40 afios con la Talidomida se ha
- hecho evidente que farmacos y quimicos pueden afectar adversamente el desarrollo
del feto (Saunders y Saunders, 1990). Como resultado, hay un gran control en la
medicacion de mujeres prefiadas (Hall y Solehdin, 1998). Durante las Gltimas cuatro
décadas, se han introducido muy pocos medicamentos por la industria farmacéutica
después de haber sido probados en mujeres embarazadas.

Mas de la mitad de todos los embarazos no son planeados, causando que miles
de mujeres, en todo el mundo, expongan inadvertidamente a sus productos a
medicamentos que han consumido sin saber que han concebido (Koren et al., 1998).
Esta realidad resalta la urgente necesidad de informacién para la seguridad de los fetos
(Rodriguez y Rodriguez, 2000).

No es ético, seleccionar un nimero de mujeres azarosamente para recibir
medicamentos que no se tenga la certeza de que son seguros para el feto, la
recopilacion y el seguimiento de los datos producto de la observacion es la Unica
manera ética de cerrar la brecha del conocimiento entre; el valor limitado de los
estudios en animales y la exposicion de mujeres embarazadas (Koren, 2002). Por lo
tanto, se deben seguir las siguientes recomendaciones para realizar estudios de
toxicidad reproductiva valiosos y confiables. Las siguiente recomendaciones son

aplicadas en todos los estudios de toxicidad reproductiva de la FDA (Redbook, 2000).

° Los estudios deben de realizarse de acuerdo al Good Laboratory Practice
Regulations (GLPs), (FDA, 1982).
. Los animales deben ser cuidados para mantenerlos y hospedarlos de acuerdo a

las recomendaciones contenidas en la Guide for the Care and use of Laboratory
Animals

. Se deben de emplear animales saludables que no han sido sometidos a



procesos experimentales. Generalmente, no es posible trabajar con animales
infectados durante el curso de un estudio sin el riesgo de la interaccion entre la droga
del tratamiento y la sustancia problema. Las hembras no deben estar prefiadas y deben
ser nulliparas (Institute of Laboratory Animal Resources, 1996).

. Los animales de laboratorio deben ser caracterizados por referencias de su
especie, cepa, sexo y peso o edad.

. Los animales deben ser asignados a un grupo control y a un grupo experimental
de manera fortuita para minimizar las tendencias y asegurar la compatibilidad a través
del grupo control y del grupo experimental con fines estadisticos. A cada animal se le
debe asignar un numero unico.

Para encontrar el rango de dosis en el estudio se recomienda determinar la dosis
mas apropiada, a menos que se tengan datos de farmacocinética y metabdlicos de la
sustancia problema antes de empezar el estudio. El estudio del rango de la dosis
encontrado, debe ser pero no necesariamente, hechos en animales prefiados.
Comparando los resultados desde un estudio prueba en animales no prefiados y un
estudio principal en animales prefiados debiendo establecer si la sustancia problema es

mas o menos toxica en animales prefiados que en los no prefiados (Redbook, 2000).

5. Ciclo Reproductivo en Mamiferos.
El ciclo reproductivo en mamiferos consiste de una secuencia de eventos
interrelacionados los cuales son ilustrados en la figura 2.
Los diferentes eventos y periodos pueden ser definidos de la siguiente manera
(ECETOC, 1983):
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Figura 2. Ciclo reproductivo en mamiferos (Bonilla et al., 2001).

. Fertilizacion es la fusion del espermatozoide y el 6vulo resultando un zigoto.

. Blastogenesis es el proceso de formacion del blastocisto por divisiones seriales
del zigoto.

. Implantacién es la adhesion del blastocisto al endometrio del utero, esta

penetracién a través del epitelio dentro de la pared del Gtero es el principio de una
interaccion mayor con la madre.

. Embriogenesis es el periodo en el cual las células embrionarias se diferencian
en varios sistemas y 6rganos.

. Fetogenesis es el periodo del crecimiento general, diferenciacién de érganos y
formacion de los genitales externos y la histogénesis del sistema nervioso central.

) Parto es el nacimiento de la cria y marca el final de la gestacién.
. Periodo prenatal es el periodo entre la fertilizacion y el parto.
. Periodo perinatal es el corto periodo antes y después del parto.



. Periodo postnatal es el que sigue al parto.

. Periodo de lactacion es la primera parte de la vida postnatal desde el parto
hasta el destete del descendiente.

. Maduracion es el periodo del desarrollo fisico y funcional desde el destete hasta

la madurez sexual.

. Gametogénesis es el desarrollo de las células germinales en el macho y la
hembra.
. Apareamiento o Unién involucra un comportamiento complejo entre el macho y

la hembra con el objetivo de transferir el esperma del macho a la hembra.

Todos los agentes exdgenos pueden modificar el proceso reproductivo. Pero un
mismo agente puede tener varios efectos, dependiendo del periodo del ciclo
reproductivo, en el cual la exposicion tuvo lugar. Para facilitar la descripcion de los
procesos adversos el ciclo reproductivo se divide en tres periodos (ECETOC, 1983):

1. Periodo de formacién de gametos

Los efectos adversos sobre la gametogénesis pueden reducir la fertilidad o causar la
esterilidad, debido a cambios morfolégicos, bioquimicos o fisiologicos (ECETOC, 1983).
2. Periodo de gestacion.

Este periodo se puede prolongar, acortar o interrumpir provocando abortos o
recién nacidos muertos. El blastocisto puede ser destruido, aunque un dafio menos
severo puede ser compatible con el desarrollo de un feto normal o puede provocar su
muerte en el periodo de post-implantaciéon. La implantacion del blastocisto puede ser
impedida o retardada (ECETOC, 1983).

Las malformaciones estructurales o funcionales mas obvias son inducidas
principalmente durante la embriogénesis, el cual es el periodo mas sensible durante el
desarrollo. El embrién puede morir durante este periodo (ECETOC, 1983).

Interferir durante el periodo de fetogénesis puede provocar cambios
morfologicos. Las consecuencias mas frecuentes son; retardos en el crecimiento y
desordenes funcionales. Los genitales externos y el sistema nervioso central (SNC)
también son susceptibles de dafio durante este periodo (ECETOC, 1983).

El proceso de nacimiento puede ser afectado, resultando en un parto dificil,

retardandolo o prolongandolo, lo cual, puede afectar al recién nacido y a la madre
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(ECETOC, 1983).

3. Periodo postnatal.

Agentes exogenos pueden influenciar el comportamiento materno, el balance
hormonal o la nutricién lo cual puede afectar la sobreviviencia y el desarrollo fisico y
funcional del recién nacido. La exposicién a agentes exégenos durante este periodo
puede causar también dafios, mas adelante en el desarrollo y la conducta reproductiva
(ECETOC, 1983).

6. El Raton como Modelo Experimental.

En el campo de la investigacion cientifica es habitual el uso de animales para la
experimentacion. Como investigadores, surge la necesidad de encontrar modelos
animales que satisfagan los requerimientos en este tipo de trabajos y brinden
resultados certeros, que redunden en beneficio de esas mismas especies, y del
hombre. Aunque ambas cosas parezcan contradictorias, no lo son.

Cuando se refiere a un animal como modelo, se debe pensar ;modelo para
qué?. Se sabe que toda especie animal puede ser tomada como modelo, dependiendo
del objetivo de nuestra investigacion. Pero cada una de ellas necesitara parametros
distintos para su mantenimiento en bioterios y su uso en el campo de la investigacion
biomédica (Fernandez, 2001), y es asi como se debe seleccionar nuestro modelo
bioldgico.

Para realizar con criterio esa seleccion, es necesario conocer profundamente
nuestro objeto animal, su vida silvestre, su biologia y sus habitos, su genética y su
nutricién, su forma de aparearse, cuidar a sus crias, sus enfermedades y todo cuanto
se pueda acerca de él (Fernandez, 2001).

El ratén utilizado actualmente en la investigacion es un roedor cuyo ancestro es
el ratdbn comun o ratdon casero. Su nombre cientifico es Mus musculus y su taxonomia
es la siguiente (Altamirano, 1994):

Clase: Mamifera

Orden: Rodentia

Suborden: Miomorfa

Familia: Muridae
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Subfamilia: Muridae

Género: Mus

Especie: musculus

A principios del siglo XVIIl, el ratéon fue utilizado en estudios de anatomia
comparada, pero la aceleracion de la investigacion biologica en el siglo XIX, el
renovado interés en la genética y las necesidades de un mamifero pequerio,
econdmico, de facil alojamiento y alimentacién fueron los instrumentos para desarrollar
el moderno raton de laboratorio (Altamirano, 1994).

Todas las cepas de ratén de laboratorio se han desarrollado a través de
cruzamientos selectivos. La mayoria de las cepas de ratones de laboratorio son
albinas. Los ratones de laboratorio constituyen entre el 60 y 80% de los mamiferos
usados en la investigacion, esto es debido a su gran prolificidad, a su capacidad de
adaptacion, a los conocimientos que se tienen acerca de su fisiologia y anatomia y a su
facil manejo (Andres et al., 1992).

Otro atributo del ratén para la investigacion, es su ciclo corto de vida (1-3 afios),
lo que permite el estudio de muchas generaciones en un lapso de pocos afos, aunque
existen algunas diferencias de longevidad entre cepas como consecuencia

basicamente a su distinta sensibilidad ante procesos patolégicos (Altamirano, 1994).

7. Teratologia.
7.1 Historia.

Los primeros estudios, en embriones de pollo, anfibios y peces, donde se
habian sometido a alteraciones ambientales, mostraron ser muy susceptibles a
influencias desfavorables durante el desarrollo, pero experimentos de este tipo no
fueron aceptados como ejemplo de que animales mayores podrian tener la misma
vulnerabilidad, ya que se sabia que el desarrollo del embridn en los mamiferos estaba
protegido, dentro del ambiente materno, de los factores extrinsecos. Incluso, después
del redescubrimiento de los principios mendelianos de la herencia a principios del siglo
XX, este punto de vista fue consistente con la opinién generalizada de que la mayoria
de los aspectos normales asi como el desarrollo anormal estaban genéticamente

determinados. Aunque habia muchas publicaciones sobre defectos que habian sido
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observados después de la exposicion de mujeres y animales prefiados a radiaciones
ionisantes (Goldstein y Murphy, 1929), la implicacion fundamental de que los embriones
de mamiferos eran susceptibles a factores ambientales no fue inmediatamente
comprendida (Wilson y Fraser, 1977).

De hecho, los estudios realizados por Warkany y Schraffenbergec (1947) de que
era predecible detectar el tipo y nimero de descendientes malformes como resultado
de la exposicion de mamiferos prefiados a estrés ambiental no origino mucho interés
acerca del riesgo que podria correr el embrién humanb en presencia de estos factores.
Ademas de los datos aportados por Gregg (1941) y otros investigadores, de que el virus
de la rubéola podria desviar el curso normal del desarrollo en el embrién humano.

Todo esto no alertd a los cientificos biomédicos de la posibilidad de que otros
agentes extrinsecos podian afectar los mecanismos de proteccion de la madre y dafiar
a la descendencia. La implicacién real de esta posibilidad fue notada solo después que
Lenz (1961) y McBride(1961) observaron la prevalecia de un tipo de malformacion en
miembros de infantes recién nacidos debido al consumo de un “inofensivo” sedante-
hipnotico, la talidomida.

Asi, a pesar del sufrimiento humano, la catastrofe de la talidomida puede ser
vista como un gran beneficio para la humanidad, ya que esto llamd la atencion por el
hecho, de que no se tenian antecedentes de ello. Este hecho mostré que tanto en
humanos como en embriones de mamiferos podia haber una alta vulnerabilidad a
ciertos agentes ambientales a pesar de que estos tienen un insignificante o ningtn
efecto toxico en individuos postnatales. Este hallazgo, por supuesto, dio un gran impetu
a la teratologia (Koren, 1994).

7.2 Definicion.

La teratologia es el estudio de las causas, mecanismos y manifestaciones de
desarrollo anémalo, que pueden ser de, naturaleza estructural y funcional (Loomis,
1982). Un agente teratdgeno se define por su capacidad para producir defectos
congénitos; un defecto congénito se origina durante el desarrollo embrionario o fetal y
consiste en una desviacion mayor o menor de la funcion o morfologia normal
(Sheppard, 1992).



El siguiente cuadro muestra ejemplos de los agentes teratégenos mas comunes,

con su actividad teratogénica en el hombre y el raton.

Cuadro 1. Efectos teratégenos en el hombre y el ratén.

Compuesto Efecto en el Ratén Efecto en el Hombre
Acido Labio hendido, microcefalia, |[No se conoce su actividad
acetilsalicilico exencefalia, espina bifida, defectos |teratogénica
esqueléticos.
Cafeina Defectos en los digitos, paladar|No se conoce su actividad

hendido, hemorragias subcutaneas. teratogénica

Cortisona Paladar hendido Posible teratégeno

Actinomicina D Anormalidades ectodérmicas y | Datos insuficientes
mesodérmicas

Progesterona Masculinizacion de los fetos hembra | Masculinizacion de  los

sintética genitales externos en los

infantes de sexo femenino

Hidroxiurea Encefalocele, paladar hendido, cola | Datos insuficientes
corta o ausente, anormalidades en las
extremidades y en el sistema

esquelético.

(Taylor,1986)

Los teratégenos actuan alterando el material genético, con igual resultado que
en una mutacién, o alterando otras moléculas (Cuadro 2). De ahi que la accién de los
teratégenos externos suelen manifestarse como sindromes de malformacién y no como

anomalias aisladas (Mc. Bride 1961; Rodriguez y Rodriguez, 2000).
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Cuadro 2. Nivel bioquimico de accion de los teratégenos.
(Rodriguez y Rodriguez, 2000)

Nivel bioquimico Teratégeno
ADN cromosomico Sustancias alquilantes, antibidticos, esteroides
ARN mensajero Virus

Reacciones de transfe- | Antimetabolitos (antagonistas del acido félico),
rencia de grupos metilo, | alcohol, anticonvulsivantes, litio.

sintesis de ARN
Sintesis de proteinas Antibi6ticos

Oxidacion fosforilativa | Sustancias alquilantes

Glucolisis Sustancias alquilantes

Una vez que se evaluaron los riesgos potenciales en el feto, las cuales, antes de
la catastrofe de la talidomida no existian. Se originaron una serie de preguntas acerca
de los posibles efectos adversos en el desarrollo intrauterino y esto ha provocado un
mayor cuidado en el uso de medicamentos durante el embarazo (Wilson y Fraser,
1977).

7.3 Susceptibilidad a teratégenos en relacion con la etapa del desarrollo fetal.

La susceptibilidad del embrién o feto a una agresién externa es tan compleja y
variable como el proceso de desarrollo. Cada uno de los periodos, ya sea de
implantacién, embrionario, fetal y postnatal presenta una vulnerabilidad caracteristica.
El periodo mas critico del desarrollo es cuando se encuentran al maximo la divisién y
diferenciacién celular y la morfogénesis.

El periodo de preimplantacion se caracteriza por su susceptibilidad a la letalidad
embrionaria y raramente a la teratogenicidad. Un dafio en este periodo puede repararse
a través de una hiperplasia compensadora de células relativamente indiferenciadas; o
bien puede presentarse la muerte temprana y aborto espontaneo del embrién o ambos
(Fraser, 1992).

El periodo embrionario corresponde a la fase de organogénesis que se
caracteriza porque existe migracion y asociacion de células que dan lugar a tejidos y

organos rudimentarios; este es un periodo de mayor vulnerabilidad. Las agresiones en
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este periodo pueden producir defectos estructurales al nacimiento, muerte del embrién
o reparacion del dafio (Fraser, 1992).

En el periodo fetal, los principales procesos son la histogénesis, la maduracion
funcional y el crecimiento. La agresion en esas fases puede producir un amplio
espectro de efectos que se manifiestan por retardo en el crecimiento, muerte fetal,
alteraciones funcionales y carcinogénesis transplacentaria (Fraser, 1992).

Periodo postnatal este se caracteriza porque la maduracion funcional y
estructural continua. El paso'y acciéon de agentes teratogénicos pueden manifestarse
en un retardo en el crecimiento, alteraciones funcionales del sistemas nerviosos,
inmune y endocrino, asi como alteraciones neuroconductuales y cancer en la infancia
(Fraser, 1992).

7.4 Principios de Teratdégenesis.
1.- La susceptibilidad a la teratogénesis depende del genotipo del descendiente y la

manera en la cual este interactua con los factores ambientales.

En términos simples la naturaleza genética del organismo en desarrollo en el
cual se induce teratogénesis se debe a los genes y las influencias extrinsecas.
Diferencias entre individuos, cepas o especies en la reacciébn de un mismo agente
dafino se presume que se debe a la variacion de la naturaleza bioguimica o
morfolégica que esta determinada por los genes (Wilson, 1973).

Es necesario enfatizar que la mayoria de estas diferencias tienen
probablemente una base hereditaria, aunque su naturaleza precisa puede no
conocerse porque el metabolismo y los sitios estructurales de accion del agente

teratogénico a menudo no se conocen (Wilson, 1973).

2. - La susceptibilidad a agentes teratégenos varia con el estado de desarrollo del

producto, al tiempo de la exposicion.

Es un precepto basico en Biologia que los organismos inmaduros o en desarrollo
son mas susceptibles a cambios que los que estdn maduros o completamente
desarrollados. Esto implica que una mayor susceptibilidad se extiende durante todo el

desarrollo, esto es, desde la fertilizacion hasta la maduracién postnatal, aunque no
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necesariamente a un nivel constante (Stockard, 1921).

3. - Los agentes teratogénicos actuan de manera especifica (mecanismos) sobre el

desarrollo celular y de tejidos para provocar anormalidades en la embriogénesis

En la actualidad se dice que hay ocho mecanismos que influyen en el desarrollo

de anormalidades. Estos mecanismos son; mutaciones, ruptura de cromosomas,
* interferencia mitotica, alterar la funcién o integridad de los acidos nucleicos, falta de
precursores, substratos, etc., alteraciones en los recursos de energia, cambios en la
membrana, e inhibicién enzimatica (Wilson, 1973).

4. - La manifestacion final en el desarrollo _anormal es la muerte, malformaciones,

retardo en el crecimiento, y desordenes funcionales.

Después de iniciada la organogénesis es relativamente facil inducir
malformaciones en érganos especificos y sistemas, debido, a la alta sensibilidad de la
mayoria de los tejidos durante la organogénesis esto hace que el embrion sea
susceptible de morir. Ademas una necrosis celular menor que la cantidad necesaria
para provocar la muerte del embrién podrian ser el resultado tardio, de un retardo en
el crecimiento para proporcionar el tiempo requerido para reponer las células perdidas.

Una deficiencia funcional, ordinariamente no se esperaria que fuera seguida por
la produccién de algun dafo durante la organogénesis porque la histogénesis y la
maduracion funcional no son aspectos eminentes del desarrollo en este tiempo. Sin
embargo, esto ha sido reportado (Spyker, 1975), y podria ser explicado como resultado
del no reabastecimiento de las células dafiadas o de otros trastornos en tejidos.

Retardos en el crecimiento, particularmente se esperan después de dafos
ocasionados durante el periodo fetal, el cual esta totalmente caracterizado por el
crecimiento. Para la cuarta manifestaciéon de desarrollo anormal las malformaciones
(patogénesis) tal ves, es la mejor comprendida, en términos del agente causal y tiempo
de induccién (Wilson, 1973).
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5. - La importancia de los factores ambientales adversos en el desarrollo de tejidos

depende de la naturaleza del agente.

Basicamente hay dos vias de acceso por las cuales las influencias ambientales
pueden alcanzar los tejidos en desarrollo dentro del Utero: directamente atravesando el
cuerpo materno o siendo indirectamente transmitido a través de este (Wilson, 1973).

Agentes quimicos o sus productos, en realidad, tienen contacto con el embrién o
feto en alguna fraccion de su concentracion en la sangre materna. Si el embrion o el
feto tienen contacto con una concentracién considerable del compuesto quimico, esto -
depende de muchas variables. La primera de estas es la dosis materna y el grado de
absorcién dentro del flujo sanguineo, la cual se vuelve dependiente de la forma fisica
del agente (solido, liquido o gas), de la via de entrada, u otras. (Wilson, 1973).

La placenta, es capas de actuar como una barrera detras de la cual el
descendiente es protegido de los agentes quimicos externos. Sin embargo, hay
evidencias que indican virtualmente que todos los quimicos dentro del plasma materno
tienen acceso al producto a través de la placenta. Muchas moléculas de tamafio
pequefio y baja carga ionica atraviesan por simple difusion, otros por difusion facilitada,
transporte activo, o por pinocitosis. La pregunta no es si una molécula o un ion
atraviesan la placenta sino en que grado lo hacen, esto esta determinado por su
tamario, carga, solubilidad de los lipidos, afinidad con otros quimicos, etc. (Wilson,
1973).

6. - La manifestacion de desviaciones en el desarrollo se incrementa cuando el grado

de la dosis incrementa, desde el no-efecto hasta un nivel letal.

Para la evaluacion segura de una nueva droga es muy importante conocer el rango
de dosis por debajo del cual no existen efectos adversos. Si esto es cierto, esto permite
que los compuestos puedan ser usados a dosis mas altas con un relativo umbral de
dosis sin efectos. Si esto no ocurre no hay un nivel totalmente seguro, cuando la dosis
decrece la probabilidad de efectos adversos también decrece, pero teéricamente no se

alcanza el cero hasta que la dosis es nula (Wilson, 1973).
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IIl. JUSTIFICACION

En la Facultad de Quimica de la UNAM desde hace algunos afios se han
venido desarrollando una serie de farmacos antineoplasicos con centro metalico de
cobre llamados Casiopeinas. Los estudios preliminares han mostrado que las
Casiopeinas son capaces de inhibir el crecimiento celular in vitro de lineas celulares
HelLa, mostrando una curva dosis respuesta similar a la de la Mitomicina-C y al
Cisplatino, con la ventaja de tener una toxicidad menor a estas. Debido a que el
Instituto Nacional de Cancerologia ha considerado la’ posibilidad de su uso en
humanos, se deben de cubrir todos los aspectos experimentales previos a esta etapa.

Debido a que la toxicidad de las drogas es causa importante de efectos
colaterales indeseables en los pacientes a los que se les estan practicando
quimioterapias intensivas por tumores malignos, la investigacion toxicologia clinica de
las drogas anticancerigenas es, de fundamental importancia. Para poder llegar a su
uso clinico se requieren una serie de estudios preclinicos, los cuales tienen por objeto;
1) Excluir de los ensayos clinicos los compuestos cuya toxicidad pudiera hacerlos
inadmisibles; 2) Proveer datos farmacolégicos a partir de los cuales pueda calcularse
una dosis clinica inicial, y 3) Suministrar datos sobre la naturaleza de la toxicidad en
animales, sus variaciones dentro y entre las especies y su reversibilidad, y la frecuencia
de incidencia de un signo toxico (Creaven y Mihich, 1978).

Por lo tanto, en el presente trabajo se decidi6 realizar estudios de toxicologia
reproductiva administrando Casiopeina llgly - Acua(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)
(glicina) cobre (Il) Nitrato; (Cas ligly), en ratones hembra y gestantes de la cepa CD-1,
de dos a tres meses de edad para estudiar su posible efecto (s) teratogénico (s).



IV. HIPOTESIS

Es bien conocido que farmacos anticancerigenos (como por ejemplo el
Cisplatino), son teratégenos, debido a que atacan de manera inespecifica al embrion o
al feto, los cuales tienen una alta tasa de proliferacion celular.

Se ha demostrado que la Casiopeina ligly es citotoxica y produce dafio al ADN
similar a lo observado con el Cisplatino (compuesto de actividad teratogénica
reconocida), pero con una toxicidad menor (Ruiz-Azuara, 1992). Por lo tanto, se
esperdria que el tratamiento con Casiopeina ligly en las hembras prefiadas fuera mejor
tolerado, produciendo un bajo porcentaje de mortalidad en las hembras gestantes, lo
cual permitira la obtencion de fetos vivos en el dia 18 de gestacion para poder estudiar
las posibles malformaciones congénitas; estructurales y esqueléticas en caso de que la
Casiopeina ligly fuera teratogénica.



V. OBJETIVOS
1. Objetivo General

Analizar el posible efecto teratogénico de la Casiopeina ligly al ser administrada,
de manera cronica, a ratones hembra gestantes de la cepa CD-1, durante el periodo de
organogénesis del desarrollo embrionario.

2. Objetivos Particulares

» Estudiar la posible toxicidad materna en las hembras gestantes tratadas
con diferentes dosis de casiopeina ligly ( 2.2, 3.3 y 4.4 mg/kg) durante el periodo de
prenez.

» Evaluar el efecto de la Casiopeina ligly administrando diferentes dosis
sobre el desarrollo embrionario y fetal, analizando las posibles malformaciones
gruesas.

» Evaluar el tipo y frecuencia de alteraciones esqueléticas inducidas por las
diferentes dosis de Casiopeina ligly en los fetos de las hembras tratadas.
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VI. MATERIAL Y METODOS
Compuesto.

La casiopeina llgly - Acua (4,7-dimetil-1,10-fenantrolina) (glicina) cobre (I1)
Nitrato utilizada en el presente estudio fue proporcionada por el Departamento de
Quimica Inorganica y Nuclear a cargo de la Dra. Lena Ruiz Azuara en la Facultad de
Quimica de la UNAM.

Animales.

Se utilizaron ratones hembras y machos de la cepa CD-1 de dos meses a tres:
meses de edad, los cuales se obtuvieron de la Unidad de Experimentacion Animal de la
Facultad de Quimica de la UNAM (Bioterio UNAM-Harlan). Los animales se
aclimataron durante una semana antes del tratamiento en el Bioterio de la Facultad de
Estudios Superiores Zaragoza en condiciones controladas de bioterio luz-oscuridad,
con agua y alimento a libre acceso. En todos los casos las hembras fueron de edades
(2 a 3 meses) y pesos similares (20-25 gramos).

Tratamientos y Rutas de Administracién.

La casiopeina llgly se administro durante todo el periodo de organogénesis
(dia 6 hasta el dia 15 de gestacion), por via intraperitoneal (ip) partiendo de la dosis
letal media calculada para la Cas ligly (LDso, 8.8 mg/kg por via ip, Garcia, et al., 1995).
En este proyecto se trabajo con las siguientes dosis; 2.2 mg/kg de peso, 3.3 mg/kg de
peso, y 4.4 mg/kg de peso corporal.

Cruzas.

Durante la noche los animales fueron puestos a cruzar en una proporciéon de
dos hembras por macho. A la mafiana siguiente cada hembra fue examinada para
detectar la presencia del tapon vaginal. La presencia de tapon se considero como el
dia cero de prefiez.

Grupos.

Se utilizaron 5 grupos, cada uno, con 10 hembras gestantes. Dos lotes
testigo; uno tratado con agua destilada (grupo control negativo) y otro tratado con
Cadmio 5 mg/kg, un teratdgeno conocido (grupo control positivo). Tres grupos
experimentales tratados con tres diferentes dosis (2.2, 3.3 y 4.4 mg/kg) de Cas ligly.

Los animales se asignaron de manera aleatoria a cada lote.



Obtencién de los Fetos.

Todas las hembras se pesaron y revisaron diariamente hasta su sacrificio. En el

dia 18 de gestacion se sacrificaron por dislocacion cervical y se expusieron los Uteros

para iniciar el siguiente analisis.

Datos registrados para evaluar Toxicidad materna y Embriotoxicidad.

1. Signos de Toxicidad materna:
Mortalidad

Peso

2 Signos de Embriotoxicidad

Numero de fetos totales
Numero de reabsorciones
Peso fetal por camada

Peso promedio por feto
Numero de implantes totales
Numero de fetos vivos
Numero de fetos muertos

Genero de los fetos

Malformaciones Macroscépicas y Esqueléticas.

Los fetos obtenidos fueron revisados individualmente para registrar la frecuencia

y tipo de malformacién macroscépica presente, asi como medir la longitud de los fetos

por genero.

De los fetos obtenidos 2/3 partes de los fetos se fijaron con alcohol al 70% para

posteriormente tefiir el esqueleto. Los fetos restantes se preservaron para andlisis

posteriores.
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Técnica de doble Tincién para esqueleto de fetos de ratén para estudios
teratolégicos (Whitaker y Kathaleen, 1979).

De cada feto se retiraron las visceras abdominales y el tejido adiposo para
posteriormente fijarlos en etanol al 70% por 24 horas como minimo, después se tifieron
por 24 horas con la siguiente solucién a 37 °C.

1 Vol.- de azul alciano al 0.3% en etanol al 70% (filtrado)

1 Vol.- de rojo de alizarina al 0.1% en etanol al 95% (filtrado)

1 Vol. - de &cido acético glacial

17 Vol.- de etanol al 70%

Después de las 24 horas en la solucion de tincion, se enjuagaron 3 veces con
agua destilada y se colocaron en una solucion de KOH al 3% por 24 a 72 horas hasta
que el esqueleto fue visible a través del tejido graso. Posteriormente se hicieron tres
cambios en agua destilada y se colocaron en partes iguales de glicerina y etanol al
70% hasta aclarar y finalmente se dejaron en glicerina pura para observacion y

preservacion.

El analisis del esqueleto en los fetos incluyo:

. Conteo de los metatarsos y metacarpios
. Numero y forma de pares de costillas

. Nuamero y forma de las esternebras

. Numero y forma de las vértebras

Registro y Analisis Estadistico de los datos.

Se calculd la media para cada grupo y se utilizo el software Statgraphics. Los
datos de los grupos testigo y de los grupos experimentales se analizaron de la siguiente
manera: El peso materno se comparo por medio de un analisis de covarianza. El peso
fetal y el peso por camada se analizaron por un analisis de varianza seguida de la
prueba de Kruskal-Wallis. La sobrevivencia fetal y la incidencia de anormalidades
macroscopicas se registro haciendo una estimacion de proporciones con un intervalo
de confianza del 95%. Las malformaciones esqueléticas se registraron como

porcentajes de fetos por grupo.
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VIl. RESULTADOS
Embriotoxicidad

En la tabla 1 y en la grafica 1 se pueden observar los cambios de peso corporal
durante el periodo de gestacion. La ganancia de peso corporal en las hembras
gestantes de los grupos tratados con 2.2 6 3.3 mg/kg de Casiopeina ligly y con 5 mg/kg
de cadmio, fueron semejantes al grupo testigo negativo (ganancia promedio de 1.51 g
por dia de gestacion), mientras que para el grupo tratado con 4.4 mg/kg de Casioipeina
ligly, el promedio disminuyé (0.54 g por dia, P< 0.05).

TABLA 1. TOXICIDAD MATERNA

Testigo | Casllgly | Casllgly | CasIligly | Testigo
negativo positivo
(H,0d) (CdCly)
Dosis (mg/kg) 1 ml/Kg 22 33 4.4 5
No. de hembras preifiadas por 10 10 10 10 10
grupo
No. de hembras prefiadas con 10 10 10 5 10
camada por grupo
Media del Peso ganado (grs.) 26.48 26.32 29.25 9.86* 27.29
durante el periodo de
gestacion.
Ganancia de peso (grs.) en las
hembras preiiadas del dia 17.13 ¢ 13.24 + 12.77 £ 692+ 1421 +
6-15 de gestacion (X = D.E). 3.03 435 5.72 4.02* 4.86

*P<0.05
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GRAFICA 1. GANACIA DE PESO EN HEMBRAS PRENADAS DEL DIiA 0-18

DE GESTACION.

Medias del peso corporal (g)

—e—H20d

1mi/Kg

mglkg

mg/kg

mg/kg

mg/Kg

Dia de gestacion

| |—=—Casll-gly22

Casll-gly 3.3

Casli-gly 4.4

| | —%—Cadmio 5
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Una vez disectados los cuernos uterinos al realizar el andlisis se observé que
para el grupo tratado con la méaxima dosis de Cas llgly hubo una disminucion
significativa en el promedio de los sitios de implantacion y en la media del total de fetos
obtenidos por camada fue menor en comparacion con los demas grupos.

El andlisis de las muertes tempranas de los embriones o fetos en los grupos
tratados y testigo y reportadas como reabsorciones se muestran en la tabla 2. En este
caso se encontro que el mayor nimero de reabsorciones fue en los grupos tratado con
4.4 mg!kg' de Cas ligly y en el grupo tratado con Cadmio.

En la tabla 2 también se muestra el porcentaje de fetos vivos totales obtenidos al
momento de la cesarea, observando que fue similar para todos los grupos tratados con
Casiopeina ligly y el grupo control negativo (del 97-100% en todos los casos), mientras

que hubo una disminucién del 10% para el grupo control positivo tratado con Cadmio.

TABLA 2 DE EMBRIOTOXICIDAD: DATOS OBTENIDOS AL MOMENTO DE LA
CESAREA DE HEMBRAS TRATADAS CON CASIOPE?NA IIGLY DURANTE EL DIA
6 AL 15 DE GESTACION.

Testigo Cas Ilgly Cas llgly Cas Ilgly Testigo
negativo positivo
(H,0d) (CdCly)
Dosis (mg/kg) 1 mi’kg 22 33 4.4 5
Niimero de implantes por camada 12.8 £ 1.55 15 +2.36 12.3 +4.74 *8 £1.87 13.4+495
(X £ D.E).
Numero total de fetos obtenidos por | 12.6 £1.65 12.2 +3.58 11.0 +4.14 *3+4.24 93+5.25
camada
(X =D.E).
Fetos vivos (X + D.E). 123£1.77 [11.9£3.79 10.8 +4.0 3+424 *8.5+590
Fetos muertos (X £ D.E). 0.3 +0.67 0.1£0.32 0.2+042 0 *0.8 +1.55
Reabsorciones ( X £ D.E). 0.2+042 2924 1.3+ 141 *5+332 *4.1+3.79
Peso por camada (grs.) (X £D.E). | 17.0+1.74 | 153250 1392£532 | *42+49 | 11.78+6.40
1
Peso por feto vivo (grs.) ( X £ D.E). 136 £0.13 |1.0620.17 1.26 £0.13 1.24 £0.67 1.18+0.14

* P < 0.05 con la prueba de Kruskal-Wallis vs el grupo testigo negativo
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El andlisis del porcentaje de fetos a término muertos, mostré que para los grupos
tratados con 2.2 6 3.3 mg/kg de Cas ligly y para el grupo control tratado con agua
destilada, fue del 1-3%, mientras que para el grupo tratado con la mayor dosis de
Casiopeina ligly no hubo fetos muertos y el grupo tratado con Cadmio tuvo el mayor
porcentaje de fetos muertos.

Con respecto a los pesos por camada se encontré que hay una diferencia
estadisticamente significativa entre las medianas de los 5 grupos con un 95% de
confianza. Para comparar que mediana(s) era significativamente diferente de las otras,
se empleo el diagrama de cajas y bigotes (grafica 2) y se encontré que habia una
diferencia significativa del grupo tratado con 4.4 mg/kg Cas ligly con respecto al grupo

testigo negativo y a los grupos tratados con 2.2 0 3.3 mg/kg de Cas ligly.

(ratica 2 de (gas y Bignies para peso
de camadh par gupo

T 22 33 4 4G
Casiopeira Iy (mek)

[Testigo negative= agua destilada; CdCl,=5 mg/kg)
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Gratica 3 de Cajas y bigotes

para peso fetal por grupo..
1.62 F ]
142 - ]
Peso en
gramos 122
o2 | .
082 E .
T 22 33 44 CdCl,
Casiopeina Igly (mg/kg)

[Testigo negativo= agua destilada; CdCl,=5 mgkg]

En la grafica 3 de cajas y bigotes se puede observar, que para el peso fetal por
grupo no hubo una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos tratados
con Cas ligly y los grupos testigo.

Anormalidades estructurales macroscopicas externas.

Los fetos observados se evaluaron bajo los criterios del glosario internacional de
términos para el desarrollo de anormalidades estructurales en animales de laboratorio
(1° version) (Wise et al., 1997).

En la tabla 3, se mencionan las anormalidades macroscopicas observadas en los
fetos analizados y separados por genero. Los efectos teratogénicos observados con
mayor frecuencia fueron los siguientes:

En el grupo tratado con 2.2 mg/kg Cas ligly se encontré que; 6 fetos machos
(11.53%) y 1 feto hembra (1.53%) presentaron micromelia, extremidad
desproporcionalmente corta o pequefia, mientras que en el grupo tratado con 3.3 mg/kg;
5 fetos machos (7.93%) y 3 fetos hembra (6.38%) presentaron la misma anormalidad.

Por otro lado se observo la presencia de extremidades mal rotadas, extremidad
rotada hacia el centro o la periferia. En el grupo tratado con 3.3 mg/kg; 3 machos
(4.61%) y 4 hembras (6.34%) presentaron esta alteracion, mientras que en el grupo
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tratado con 2.2 mg/kg de Cas ligly hubo un feto macho (1.92 %) y 3 fetos hembra
(4.61%) con la extremidad mal rotada (Foto 1).

Otra anomalia observada fue la extremidad hiperextendida, extension excesiva
de la pata. En la dosis de 2.2 mg/kg hubo un feto macho (1.92%) y 3 fetos hembra
(4.61%) mientras que en la dosis de 3.3 mg/kg se observaron 3 fetos macho (4.61%) y
un feto hembra (1.58%).

En la dosis de 3.3 mg/kg, 5 fetos hembra (7.93%) y 1 feto macho (1.53%)
tuvieron cola enroscada.

Las siguientes malformaciones se encontraron en un solo feto del total de fetos
revisados por grupo, para el grupo tratado con 2.2 mg/kg se observo; macho con
exencefalia, protuberancias del cerebro fuera del craneo, macho con criptoftalmia, no
hay formacion del parpado, macho con hiperflexién de una extremidad, doblamiento
excesivo de una extremidad o union, hembra con braquidactilia (digitos acortados),
hembra con cola enroscada, macho con cola doblada. En el grupo tratado con 3.3
mg/kg se observo; macho con amelia, ausencia total de uno o mas miembros, macho
con braquidactilia, hembra con sindactilia, fusién del tejido entre los digitos (Foto 2),
hembra con cola doblada, hembra con cola en forma de gancho (Foto 2).

En el grupo que recibié la dosis mas alta (4.4 mg/Kg) no se observaron
malformaciones gruesas. El grupo testigo tratado con agua destilada inyectable, no
presentd ningun tipo de efecto, mientras que el grupo tratado con Cadmio mostrd un
alto porcentaje de malformaciones macroscopicas ya que el 100% de las camadas

obtenidas se vieron afectadas por el compuesto.
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TABLA 3. ANORMALIDADES MACROSCOPICAS EN FETOS DE RATON DE LA
CEPA CD1 DE HEMBRAS GESTANTES TRATADAS CON CASIOPEINA II-GLY DEL

DIA 6-15 DE GESTACION.

Testigo Cas ligly | Casligly | Cas ligly Cd Cl,
negativo
Dosis (mg/Kg) | ml/Kg 2.2 33 4.4 5
Fetos revisados 120 117 110 15 91
Total de camadas afectadas (%) 0 *8/10 (80) [ *7/10(70) 0 10/10 (100)
Fetos con al menos una
malformacion (%**): :
3d 0 - *(17) *15(24) 0 22 (59)
g 0 *9(14) *5(11) 0 34 (63)
CRANEO (%):
Exencefalia:
3 0 *1(1.92) 0 0 17 (45.9%)
Q 0 0 0 0 23 (42.59)
0JOS (%):
Ciclopia:
3 0 0 0 0 0
Q 0 0 0 0 1(1.85)
Criptoftalmia:
3 0 *1(1.92) 0 0 5(13.5)
Q 0 0 0 0 8(14.81)
Exoftalmia
a4 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 2(3.70)
BOCA (%)
Macroglosia
o 0 0 0 0 7(18.91)
¢ 0 0 0 0 18(33.3)
Macrognatia
3 0 0 0 0 3(8.10)
g 0 0 0 0 4(7.40)
Microglosia
3 0 0 0 0 1(2.70)
¢ 0 0 0 0 1(1.85)
EXTREMIDADES (%):
Micromelia
d 0 *6 (11.53) | *5(7.93) 0 7(18.91)
b 0 *1(1.53) *3 (6.38) 0 14 (25.92)
Macromelia
4 0 0 0 0 1(2.70)
¢ 0 0 0 0 1(1.85)
Malrotada
4 0 *1(1.92) *3(4.61) 0 0
Q 0 *3(4.61) *4 (6.34) 0 1 (1.85)
Hiperextendida
0 *1(1.92) *3(4.61) 0 0
0 *3(4.61) *1(1.58) 0 0
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Hiperflexion
o) 0 *1(1.92) 0 0 0
Q 0 0 0 0 0
Amelia
o) 0 0 0 0 0
Q 0 0 0 0 0
PATA/DIGITOS (%):
Ectrodactilia
3 0 0 0 0 1(2.70)
0 0 0 0 0
Braquidactilia
4 0 0 21(1.53) 0 0
1Q 0- *1(1.53) 0 0 0
Sindactilia
a3 0 0 0 0 0
Q9 0 0 *| (1.58) 0 0
COLA (%):
Enroscada
3 0 0 *1(1.53) 0 0
9 0 *1(1.53) *5(7.93) 0 0
Doblada
3 0 *1(1.92) 0 0 0
g 0 *1(1.58) 0 0
Forma de gancho
3 0 0 0 0 0
Q 0 0 *1 (1.58) 0 0

* Intewala de confianza del 95%
** El porcentaje de malformaciones macroscopicas es, en relacion del total de fetos por género
observados (Tabla 4) y no en relacion del total de fetos observados por grupo.

Al analizar los datos de las malformaciones por sexo (Tabla 3), se encontrdé que
el grupo tratado con 2.2 mg/kg obtuvo el mismo numero de hembras y machos
afectados y el 80% de las camadas fueron afectadas por el compuesto, mientras que
el grupo tratado con 3.3 mg/kg se observé que los fetos machos fueron mas
susceptibles de dario que los fetos hembra y el 70% de sus camadas fueron afectadas.

Haciendo una estimacion de proporciones con un intervalo de confianza del 95%
para anormalidades macroscopicas, se encontrd que la Cas ligly administrada en dosis
de 2.2 o 3.3 mg/kg de Cas ligly ocasiona malformaciones macroscopicas en una
cantidad significativa en fetos de ratén (CD1) (Tabla 3).

Por otro lado, aplicando la prueba de Kruskal-Wallis, se demuestra que hay una
diferencia estadisticamente significativa entre las medianas de la longitud de los fetos
entre el grupo control positivo de machos y el grupo control negativo de hembras con
un 95% de confianza (Tabla 4 y Grafica 4). No hubo diferencia en la longitud de los
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TABLA 4. PROPORCION DE SEXOS Y LONGITUD DE LOS FETOS

Testigo Casllgly | Casligly | Casllgly Cd C1,
negativo
Dosis (mg/Kg) 1 m/Kg 22 3.3 44 5
Proporcién de sexos:
g 55(46%) | 52(44%) | 63(57%) | 10(66%) 37 (41%)
I 65 (54%) | 65(56%) | 47(43%) | 5 (34%) 54 (59%)
| Longitud fetos (em) (X + D.E.)
3 *28+0.11 | 264+0.17 | 263 +£0.15 | 266+0.13 267+
274+£0.12 | 261 £0.18 | 258+0.18 | 258+ 061 | *2.56+0.14

*P < 0.05 con Ia prueba de Kruskal-Wallis vs el grupo testigo negativo

Grifica 4 de Cajas y Bigotes.
langitud fetal nar sexn.

T

S

11 22 22 3

32 41 42 51

Grupo

52

(1= 33 T~ 12= 9§ T~ 21= 388 2.2 mglkg; 22= 9§ 2.2 mg/kg; 31= 33 3.3 mg/kg; 32=
QQ 3.3 mg/kg; 41= 33 4.4 mg/kg; 42= Q% 4.4 mg/kg; 51= 33 5 mg/kg, CACl; 52= Q9

5 mg/kg, CdCly).
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Foto 1.- Extremidad malrotada

Foto 2.- (A) Cola en forma de gancho, (B) Sindactilia
y (C) Extremidad mal rotada

Foto 3.- Esternebras asimeétricas

Foto 4.- Costilla supernumeraria rudimentaria
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Anormalidades Esqueléticas

En la tabla 5, se muestran los porcentajes de anormalidades esqueléticas
analizadas por tratamiento. En todos los grupos analizados se observaron variaciones
esqueléticas, encontrando que a mayor dosis mayor porcentaje de fetos malformados y
mayor frecuencia de camadas alteradas.

En el grupo tratado con 2.2 mg/kg de la Cas ligly, se observaron por lo menos
una malformacion en el 36.84% del total de fetos observados de las cuales; el 13.55%
correspondié a la presencia de costillas supernumerarias, el 7.89% a costillas
rudimentarias (Foto 4), el 526% a costillas cortas, el 10.52% a esternebras
rudimentarias, el 15.78% a esternebras asimétricas (Foto 3) y el 5.26% a esternebras
divididas asimetricamente.

Cuando se analizd el grupo tratado con 3.3 mg/kg de Cas ligly, en el 65% del
total de fetos se registrd algun tipo de malformacion esquelética. En este caso el
36.92% presentaban costillas supernumerarias, el 18.46% costillas rudimentarias, el
15.38% costillas cortas, el 4.61% esternebras supernumerarias, el 3.07% esternebras
en forma de pesa, el 12.30% esternebras rudimentarias, el 23.07% esternebras
asimétricas, el 3.07% esternebras divididas asimétricamente y el 1.53% tenian
vértebras lumbares revueltas.

Para el grupo tratado con 4.4 mg/kg de Cas ligly, se observo que el 90% del total
de fetos revisados presentaron, al menos, un tipo de malformacion esquelética. En este
caso el 80% presenté costillas supernumerarias, el 50% costillas rudimentarias y
cortas, el 10% esternebras supernumerarias, el 20% esternebras en forma de pesa, el
3% esternebras rudimentarias y el 50% con esternebras divididas asimétricamente.

El grupo testigo positivo tratado con cadmio presento el 75% del total de fetos
observados con alguna malformacién esquelética y en el grupo testigo negativo el
22.5% del total de fetos observados presentaron al menos una malformacion

esquelética.
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TABLA 5. EFECTO DE LA CASIOPEINA II-GLY SOBRE EL SISTEMA
ESQUELETICO EN FETOS DE RATON DE LA CEPA CD1 DE 18 DIiAS DE
GESTACION

Testigo |Cas II-gly | Cas Il-gly Cas Il-gly | CdCl,
negativ
0
Dosis ml/Kg 1 ml/Kg 2.2 33 4.4 5.0
Fetos revisados 80 76 65 10 44
No. fetos con al menos 18 28 (36.84) 43 (65) 9 (90) 33(75)
una (22.5) : s
malformacion
esquelética (%)
No. Camadas con 7/10 9/10 9/10 2/2 10/10
malformacion
Costillas (%):
Supernumerarias 7(8.75) | 10(13.15) | 24(36.92) 8 (80) 6(13.63)
Fusionadas 0 0 0 0 12 (27.27)
Rudimentarias 5(6.25) | 6(7.89) 12 (18.46) 5(50) 3(6.81)
Cortas 2(2.5) 4(5.26) 10 (15.38) 5(50) 7(16.0)
Esternebras (%):
Supernumerarias 4(5) 0 3(4.61) 1(10) 3 (6.81)
Forma de pesa 3(3.75) 0 2(3.07) 2(20) 1 (2.27)
Rudimentarias 4(5) 8(10.52) 8(12.30) 3(30) 3 (6.81)
Cortas 0 0 0 0 0
Asimétricas 4(5) 12 (15.78) 15 (23.07) 5(50) 12 (27.27)
Asimétricamente 0 4(5.26) 2(3.07) 0 3(6.81)
divididas
Revueltas 0 0 0 0 1(2.27)
Vértebras (%):
Rudimentarias 1(1.25) 0 0 0 1(2.27)
Revueltas 0 0 1(1.53) 0 0
Asimétricas 0 0 0 0 10(22.72)
Fusionadas 0 0 0 0 4(9.09)
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VIil. DISCUSION
Una recopilacion de los datos de embriotoxicidad, se muestran en la tabla I. Las

hembras tratadas con dosis de 2.2 o 3.3 mg/kg de Cas lIgly no ocasionaron toxicidad
materna, por lo cual, se puede considerar a estas dosis como niveles en los que no se
presentan efectos adversos, NOAEL, por sus siglas en ingles (No-Observed-Adverse-
Effect-Level), en hembras prefiadas. Pero si se encontré que la dosis 2.2 mg/kg fue
embriotoxica ya que provoco un bajo peso en los fetos.

La d'psis mas alta (4.4 mg/kg) de Cas ligly administrada en las hembras
prefiadas de la cepa CD1, maté él 50% de las hembras y se observé que hubo una
reduccion en la ganancia de peso en el dia 18 de gestacién. Este nivel de dosis tiene
una alta toxicidad materna y se debe evitar en los estudios de toxicologia del
desarrollo, ya que no proporciond informacién sobre los efectos en la descendencia
(Farr et al., 2001) a nivel de malformaciones macroscopicas.

Se observé mortalidad embrionaria o fetal (reabsorciones) en los dos grupos
testigo y en los tres grupos tratados con Cas ligly, pero hubo un incremento en la dosis
de 4.4 mg/kg y en el grupo tratado con Cadmio, lo cual indica que estas dosis son
altamente toxicas para el producto en gestacion. Una caracteristica frecuente entre los
agentes xenobioticos que son toxicos en los estados de pre-grastrulaciéon (d.g.6), es
que son letales para el embridn esto ocurre poco después de la implantacion. Ciertos
agentes, sin embargo, también inducen letalidad pero en un momento tardio de la
gestacién, mientras que otros inducen malformaciones anatdmicas en fetos vivos no
asociada a muerte fetal (Rutledge, 1997). También las dosis de 2.2 y 3.3 mg/kg de
Casiopeina llgly provocaron muerte embrionaria y fetal (reabsorciones), ademas de
inducir malformaciones anatémicas y esqueléticas

El haber encontrado reabsorciones en el grupo control negativo indica que puede
haber reabsorciones espontaneas en el raton pero en un porcentaje minimo. Todo esto
nos dice, que nuestro sistema de experimentacion funcioné adecuadamente.

Un incremento en las reabsorciones se clasifica como un efecto a nivel del
embrion, por ejemplo; el Cisplatino relacionado con reabsorciones en la rata puede
deberse a un decremento en las concentraciones hormonales, disfunciones de la
placenta, o en efectos directos sobre el embrién (Bajy, 1985; Muranaka et al., 1993),
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pudiendo ser el caso de la Cas llgly y una reduccion en el peso fetal, se clasifica como
un signo de retraso en el crecimiento intrauterino (Chung, 1998).
Los efectos embriotoxicos observados se pueden interpretar como el resultado

de una accion directa o indirecta (e.j. toxicidad materna) (Chung, 1998), de la Cas ligly.

ANORMALIDADES ESTRUCTURALES MACROSCOPICAS EXTERNAS.

La Casiopeina ligly tiene potencial teratogénico, debido a que los fetos
presentaron susceptibilidad a la induccién de malformaciones (Tabla 3 y 5) pero no se
sabe en que etapa de la organogénesis ya que la Casiopeina llgly fue administrada
durante todo este periodo.

En el grupo tratado con 2.2 mg/kg de Cas lIgly se encontraron nueve diferentes
tipos de malformaciones macroscopicas: exencefalia, criptoftalmia, micromelia,
extremidad (malrotada, hiperextendida e hiperflexionada), braquidactiia y cola
(enroscada y doblada). De estas nueve malformaciones se reporta en la literatura que
la exencefalia puede ocurrir de manera espontanea en el raton (CD1) en 0.06% (Szabo,
1989), mientras que la Casiopeina ligly en esta dosis la ocasiono en 1.92% y también
se reporta que la Criptoftalmia se puede presentar de manera espontanea en el ratén
de la cepa CD1 en 0.08% (Szabo, 1989), mientras que la Criptoftalmia en el grupo
tratado con 2.2 mg/kg de Cas ligly, se presento en 1.92%.

La micromelia fue la malformacién que se encontré en mayor porcentaje en los
grupos tratados con dosis de 2.2 o 3.3 mg/kg de Cas llgly. Por lo tanto, se puede decir
que la micromelia en fetos de raton CD1 es causada por la administracién de
Casiopeina llgly durante el periodo de organogénesis ya que una sola malformacion
dentro de un grupo de dosis baja normalmente no importaria y tal vez, se consideraria
que hubiera ocurrido por casualidad, pero se vuelve significativa desde que el mismo
defecto se presenta frecuentemente en dosis altas (Farr et al., 2001). Malformaciones
en las extremidades o en parte de ellas son variadas en sus manifestaciones, desde la
ausencia de una sola estructura o la ausencia parcial o completa de las extremidades.
Ellas pueden ocurrir como malformaciones primarias localizadas o generalizadas y
defectos secundarios, usualmente en asociacion con disturbios en el desarrollo de
otros sistemas (Szabo, 1989).
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En el grupo tratado con 3.3 mg/kg de Cas ligly, también, se encontraron 9 tipos
diferentes de malformaciones: micromelia, extremidad (malrotada e hiperextendida),
amelia, braquidactilia, sindactilia y cola (enroscada, doblada y en forma de gancho).

No es comun que la amelia ocurra de manera espontanea en el raton (CD1) pero
se puede presentar de manera espontanea en 0.3% y la reduccion de las
extremidades, micromelia, es comunmente unilateral (Szabo, 1989). La sindactilia es
un defecto genético coman en el ratén (Grineberg, 1963; Kalter, 1980) se sabe que 8
genes dominantes y 10 recesivos causan este defecto (Kalter 1980).

Defectos en la cola pueden ser muy diversos, desde una simple cola doblada,
ondulada o reducida hasta ausencia de la cola o duplicacién. En la literatura se reporta
que hay malformaciones espontaneas en la cola del ratén (CD1) hasta en 1.1% (Szabo,
1989) y la Cas lIgly la produjo en un porcentaje mayor.

El no haber encontrado ningun feto con malformacion macroscopica en el grupo
tratado con la dosis mas alta (4.4 mg/kg) de Cas ligly, pudo haber dependido de las;
diferencias en la membrana placentaria, transporte placentario, biotransformacion y la
susceptibilidad genética del feto influyeron sobre el pronostico final (Rutledge, 1997).

El mecanismo de accion de la Casiopeina ligly ocupa un lugar muy importante
en la serie de eventos entre el agente causante y la ultima expresion del desarrollo
anomalo en fetos de raton CD1. El mecanismo de accién de la Casiopeina ligly puede
ser por alteracion de la integridad y funcién de los Acidos Nicleicos. Este es el
mecanismo de accion de muchas drogas antineoplasicas, al parecer también lo
presentan las Casiopeinas, ya que se ha reportado que estas degradan al ADN (Huber
et al., 1987) ademas de producir especies reactivas de oxigeno (Ruiz-Azuara et al.,
1991). Esto interfiere con la replicacién de los acidos nucleicos, con la transcripcion,
con la incorporacion de bases, y con la sintesis de proteinas (RNA translacion) sin
producir cambios heredables en el ADN de las células germinales (Wilson y Fraser,
1977).

Otro de los mecanismos de accién que pueden tener las Casiopeinas, tomando
en cuenta que también son citotdxicas (Ostrosky, et al., 1987) es que puede inhibir la
sintesis de DNA, deteniendo o retrasando la mitosis, desde que el proceso no puede

avanzar mas alla de la fase S del ciclo celular (Wilson y Fraser, 1977).
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Finalmente, los resultados indican que los fetos machos fueron mas susceptibles
que los fetos hembra a malformaciones gruesas a causa de la administracion de
Casiopeina ligly durante el periodo de organogénesis. En la literatura se reporta que
hay diferencias de género en respuesta a sustancias toxicas (Altamirano et al., 1991),
lo cudl, puede ser por alteraciones en el nivel de hormonas esteroides o alterar la

funcién gonadal (LeBlanc et al.,1992).

MALFORMACIONES ESQUELETICAS.

Todas las variaciones esqueléticas, retardos y malformaciones se describen de
acuerdo a su forma, tamafio y posicion.

En los dos grupos control y en los tres grupos de tratamiento se observo la
presencia de costillas supernumerarias. Las costillas supernumerarias se clasificaron
de acuerdo a su longitud pudiendo ser; rudimentarias, cortas o completamente
desarrolladas. En la literatura se reporta que el ratbn CD1 presenta de manera
espontanea esta malformacion esquelética en un 0.2% (Szabo, 1989).

Sin embargo al ir aumentando la dosis de Cas ligly, se observo que incremento
la presencia de costillas supernumerarias y esto es un indicador de actividad
teratogénica del farmaco (Taylor, 1986). Sin embargo se debe recordar que algunas
drogas pueden causar malformaciones y pueden tener poco o ningun efecto sobre el
numero de costillas supernumerarias (Taylor, 1986).

Muchos teratélogos se han cuestionado la importancia de las desviaciones o
variaciones esqueléticas, particularmente de las costillas supernumerarias que tienen
importancia teratégena (Palmer, 1968; Kimmel y Wilson, 1973). Se ha observado que la
incidencia de estas costillas se fue incrementando significativamente al administrar
ciertos agentes teratogenos tales como: Exceso de Vitamina A (Yasuda y Maeda,
1972), actinomicina D y salicilato de sodio (Kimmel y Wilson, 1973).

En general, agentes que son potencialmente teratdgenos afectan varias partes
del desarrollo fetal, produciendo un incremento mayor sobre la incidencia de costillas
supernumerarias en comparacion con los fetos control. Los agentes que tienen un débil
o no potencial teratogénico no causan cambios apreciables en el numero de costillas
(Szabo, 1989).
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Las esternebras pueden aumentar o disminuir en numero, esta Gltima es mas
importante (Taylor, 1986). La Cas llgly ocasion6 esternebras supernumerarias y en
forma de pesa en la dosis de 3.3 y 4.4 mg/kg. Las tres dosis de Cas ligly provocaron
esternebras rudimentarias (pobre osificacion) y asimétricas.

El tipo e incidencia de variaciones en las esternebras para ratén CD1 reportadas
en la literatura es; asimétricas (4.9%), y divididas (3.7%), lo cual es mucho menor a lo
que se reporta en la Tabla 5 para Cas llgly. Muchas de las variaciones en las
esternebras se pueden atribuir a un retaso de la velocidad normal de osificacion,
mientras que otras se presume que se deben a disturbios en el desarrollo. Un marcado
decremento en el peso fetal frecuentemente se relaciona con un retraso en la
osificacion de las esternebras (Fritz, 1975).

La formula de las vértebras (cervical/toracica/lumbar), reportada en la literatura
para un 74.7% de raténes de la cepa CD1 es 7/13/6 respectivamente y 7/13/7 para el
25.3% (Szabo,1989). En los grupos a los cuales se les administro Cas ll-gly se
encontro que todos los fetos tenian 7 cervicales, 13 toracicas y 6 lumbares.

La anomalia en las vértebras que ocasiono la Cas lIgly fue en la dosis de 3.3
mg/kg donde se observaron vértebras revueltas (1.53%) y en el grupo control negativo
se observo vértebras rudimentarias en 1.25%.

El esqueleto vertebral, especialmente el nimero de vértebras, esta sometido a
una variedad de cambios dependiendo de la regién en la columna espinal. Hay buena
evidencia de que el niumero de vértebras varia de acuerdo a la cepa (Green, 1954,
Pennycuik, 1980).

Regresando a la evaluacion del tipo y frecuencia de variaciones en las vértebras,
en la bibliografia se reporta que; en el esqueleto de ratén se presenta una gran
incidencia de estas variaciones mas que la rata o el conejo. El tipo e incidencia de

variaciones en la columna vertebral en el ratén CD1 es de 0.2% (Szabo, 1989).
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IX. CONCLUSIONES

1. La Casiopeina llgly mostré6 ser embriotoxica debido a que incrementd la
frecuencia de reabsorciones y disminuyo6 el peso fetal.

2. Los resultados para embriotoxicidad indican que los efectos adversos
ocasionados por la Casiopeina ligly son sobre el producto mas que en la madre.

3. El método de doble tincion para esqueleto utilizado en este trabajo no revela
defectos intrinsecos del desarrollo del hueso.

4. Que el grupo control negativo no haya presentado ningun feto con malformacion
estructural y que el grupo control positivo haya presentado el mayor nimero de
fetos malformes y once tipos diferentes de malformaciones en comparacion con
los resultados mencionados anteriormente. Se puede decir, que se pudo
evaluar, de manera adecuada, el potencial teratogénico de la Cas ll-gly en
ratones hembra de la cepa CD1.

5. La incidencia de varios tipos de malformaciones macroscépicas en las dosis de
2.2 y 3.3 mg/kg de Cas lIgly y malformaciones esqueléticas en todas las dosis de

Cas ligly en los fetos de hembras tratadas indican que esta es teratégena.
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X. COMENTARIOS FINALES

De acuerdo a la informacion obtenida por este estudio en Toxicologia
Reproductiva con ratones de la cepa CD1. Se encontrd que la Casiopeina ligly muestra
riesgo al feto. Sin embargo, el beneficio de la Casiopeina llgly puede ser mayor a su
riesgo potencial. Tomando en consideracion que los agentes antineoplasicos se
administran a una dosis maxima tolerada y es funcional terapéuticamente asociada con

efectos dafiinos secundarios (Rutledge , 1997).

La realizacion de este tipo de investigacion en teratogénesis con (un deseado)
proximo farmaco antineoplasico, Casipeina ligly, fue necesario con la finalidad de
obtener informacion crucial no disponible hasta ahora. Tal investigacidn se dirigid
dentro de un marco ético. El cual, reconoce la importancia del uso de animales de
laboratorio.

Aplicar los resultados de Toxicologia del Desarrollo en ratén a la situacion
humana es dificil. El hecho de que algunas substancias afecten adversamente el
desarrollo embrionario/fetal en una especie animal no significa necesariamente que
otras especies sean afectadas similarmente, o que esta sustancia causara efectos
similares en la gente (Cohen et al., 1998; Fleisch, 1997). Sin embargo si se puede
advertir que las mujeres embarazadas deben ser avisadas acerca de los posibles

efectos deletéreos de la Casiopeina ligly sobre el feto.

La informacién sobre el mecanismo de accion de la Casiopeina ligly es limitada,
y se debe trabajar en ello, ya que el uso de animales para evaluar el riesgo en
humanos serda mas que empirico sélo cuando el grado de comparabilidad de los
mecanismos de accion entre animales de prueba y el hombre sean entendidos (Wilson
y Fraser, 1977).
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