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l. RESUMEN 

En México y desde los años 80, dentro de la Facultad de Química de la UNAM, se 

han desarrollado una serie de compuestos de coordinación de Cobre (11), con una 

promisoria actividad biológica en contra del cáncer. Así, si el fin de tal fármaco es llegar 

a ser aplicado en los humanos, se deben seguir una serie secuencial de estudios 

dentro de los cuales deben realizarse los de Toxicología del Desarrollo en animales de 

laboratorio. 

En el presente trabajo se éstudió el efecto de la Casiopeína llgly Acua(4;7 --dimetil-

1, 1 O fenantrolina) (glicina) cobre (11) Nitrato, sobre el desarrollo embrionario y fetal 

utilizando como sistema de prueba a ratones de la cepa CD-1 al ser administrada por 

vía intraperitoneal del día 6 al día15 de gestación. 

Tres grupos de animales fueron tratados con 2.2, 3.3 o 4.4 mg/kg de peso 

corporal de Casiopeína llgly, 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 químico utilizado causó una 

disminución en la ganancia de peso corporal de las hembras gestantes tratadas con 4.4 

mg/kg de Cas llgly (0.54 g por día, P< 0.05), disminución del número de sitios de 

implantación, de la media del número total de fetos obtenidos por camada, mientras 

que el número de reabsorciones se incremento. 

El porcentaje de fetos muertos (término) para los grupos tratados con 2.2 o 3.3 

mg/kg fue del 1-3%, mientras que para el grupo tratado con la mayor dosis de Cas llgly 

no hubo presencia de fetos muertos, sin embargo en la dosis más alta el número 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 º versión) (Wise et al., 1997). 

En el grupo tratado con 2.2 mg/kg Cas llgly se encontró que; 6 fetos machos 

(11 .53%) y 1 feto hembra (1 .53%) presentaron micromelia, extremidad 

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

tratado con 2.2 mg/kg de Cas llgly hubo un feto macho (1.92 %) y 3 fetos hembra 

(4.61 %) con la extremidad mal rotada. 

Otra anomalía observada fue la extremidad hiperextendida, extensíón 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 cráneo, macho con criptoftalmia, no 

hay formación del párpado, macho con hiperflexión de una extremidad , doblamiento 

excesivo de una extremidad o unión, hembra con braquidactilia (dígitos 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 más miembros, macho 

con braquidactilia, hembra con sindactilia, fusión del tejido entre los dígitos, hembra 

con cola doblada, hembra con cola en forma de gancho. 

En el grupo que recibió la dosis más alta (4.4 mg/kg) no se observaron 

malformaciones gruesas. El grupo testigo tratado con agua destilada inyectable, no 

presentó ningún tipo de efecto, mientras que el grupo tratado con Cadmio mostró un 

alto porcentaje de malformaciones macroscópicas ya que el 100% de las camadas 

obtenidas se vieron afectadas por el compuesto. 

Al anal izar los datos de las malformaciones por sexo, se encontró que el grupo 

tratado con 2.2 mg/kg obtuvo el mismo número 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 observó que los fetos machos fueron más susceptibles de daño que 
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los fetos hembra y el 70% de sus camadas fueron afectadas. 

Cuando se realizo el análisis de los fetos para evaluar las alteraciones 

esqueléticas se encontró 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 llgly, se observaron por lo menos 

una malformación en el 36.84% del total de fetos observados de las cuales; el 13.55% 

correspond ió a la presencia de costillas supernumerarias, el 7.89% a costillas 

rudimentarias, el 5.26% a costillas cortas, el 10.52% a esternebras rud imentarias, el 

15. 78% a esternebras asimétricas y el 5.26% a esternebras divididas asimétricamente. 

Cuando se analizó el grupo tratado con 3.3 mg/kg de Cas llgly, en el 65% del 

total de fetos se registró algún tipo de malformación 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% tenían 

vértebras lumbares revueltas. 

Para el grupo tratado con 4.4 mg/kg de Cas llgly, se observo que el 90% del total 

de fetos revisados presentaron, al menos, un tipo de malformación esquelética. En este 

caso el 80% presentó 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 malformación esquelética y en el grupo testigo negativo el 

22.5% del total de fetos observados presentaron al menos una malformación 

esquelética. 

Los resultados obtenidos muestran que las tres dosis de casiopeína llgly 

administradas en este trabajo provocan efectos embriotóxicos y teratogénicos. 
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11. INTRODUCCIÓN 

1. Agentes Antineoplásicos. 

Una gran proporción de la investigación clínica sobre el cáncer se centra en el 

problema de cómo matar selectivamente las células cancerosas. En su mayoría, los 

métodos actuales aprovechan diferencias relativamente sutiles existentes entre las 

células normales y las neoplásicas con respecto a su velocidad de proliferación, a su 

metabqlismo y a la sensibilidad a la radiación; estos métodos tienen efectos tóxicos 

locales desagradables. Algunos tipos de células cancerosas son especialmente 

vulnerables al ataque selectivo porque dependen de hormonas específicas o porque 

sus superficies tienen características químicas no usuales que pueden ser reconocidas 

por anticuerpos (Alberts et al., 1989). 

La mayor parte de los antineoplásicos actúan en diferentes fases de la división 

celular, las células más susceptibles son aquellas que tienen una alta capacidad de 

proliferación, aunque también se afectan las células normales que suelen tener un alto 

recambio. Ello explica muchos de los efectos indeseables, es decir, pueden destruirse 

folículos pilosos, médula ósea, epitelio intestinal y pulmonar (Rotemberg et al., 1999). 

En general son tres los efectos adversos que tienen los anticancerígenos; 

Teratogénesis, Mutagénesis y Carcinogénesis (Pratt y Ruddon, 1979) 

Los fármacos antineoplásicos se clasifican en distintas familias según su: 

actividad bioquímica y origen (Rotemberg et al., 1999). Estas familias incluyen: Agentes 

sintéticos análogos a las drogas conocidas que son utilizadas por su eficacia, 

productos naturales o antibióticos, derivados de las plantas. antimetabolitos y algunos 

agentes misceláneos. 

El uso apropiado de un agente contra el cáncer; finalmente depende del 

entendimiento de su mecanismo de acción en todos los niveles, es decir, a nivel 

molecular, celular, de tejidos, y órganos, así como dentro del animal como un todo. Sin 

este conocimiento solo se pueden tomar decisiones intuitivas para la elección de 

agentes anticancerígenos y esperar que el resultado clínico sea útil (Sporn y Suh, 

2000). 
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2. Producción de Medicamentos. 

Muchas de los fármacos que se usan actualmente como la Efedrina, la 

Resepina, y la Cafeína han sido usadas por cientos o miles de años. Las propiedades 

terapéuticas de estas drogas se descubrieron empíricamente por el folklore y la 

medicina tradicional o revisando su actividad en plantas, animales o microorganismos. 

En la actualidad, el descubrimiento de algunas drogas, aún sigue siendo empírico (Chi­

Jen , 2000). 

Muchas de las más recientes drogas, son sintetizadas por tecnología de la 

química orgánica. La síntesis química 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 fármaco durante el proceso de síntesis y estos cambios pueden realzar la 

actividad farmacológica o reducir sus efectos (Surgen, 1986; Sarel et al., 1992). 

En las últimas dos décadas, cuando las bases moleculares y la bioquímica de 

acción de un fármaco fue mejor entendida, se pudieron desarrollar nuevas drogas por 

modificación molecular sistemática, con el objeto de cuantificar la relación estructura­

actividad, resultando en el mejoramiento de la farmacocinética (absorción, distribución y 

eliminación) o la farmacodinámica (mecanismos de acción del fármaco, sitios de unión 

en la célula) y el comportamiento molecular (Chi-Jen, 2000). 

Hasta el día de hoy el sueño de conquistar una enfermedad es casi siempre 

alentada por el descubrimiento y uso apropiado de un fármaco . Este interés hace 

posible que la investigación en quimioterapia siga progresando. 

El proceso en el desarrollo de un fármaco es complicado, consume tiempo y es 

costoso. Finalmente, el resultado es impredecible y desconocido. Cientos y a veces 

miles de compuestos químicos deben ser aislados o sintetizados y probados para 

encontrar el compuesto optimo que logra una actividad farmacológica especifica sin 

serios efectos colaterales (Chi-Jen, 2000). 

La complejidad er1 el desarrollo de un fármaco involucra una multitud de 

disciplinas científicas comprometidas en la evaluación de fármacos y productos 

biológicos. La química orgánica tradicional sintetiza y purifica un nuevo compuesto. La 

bioquímica estudia el metabolismo de los procesos vivos . La toxicología investiga los 
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efectos dañinos potenciales del químico. La farmacología examina las actividades 

farmacológicas específicas y su relación estructura-actividad . Por su lado, la ciencia de 

la computación utiliza maquinas sofisticadas para analizar y evaluar los nuevos 

fármacos. Cada una de estas disciplinas contribuyen con el desarrollo de nuevos 

fármacos (Chi-Jen, 2000). 

La Pharmaceutical Manufactures Association (PMA) actualmente estima que el 

tiempo en la investigación de un nuevo fármaco es de aproximadamente de 10 años, 

o más, antes de que la Food and Drugs Administr'ation (FDA) pueda aprobarla para su 

uso en el tratamiento de enfermedades, incluyendo, en promedio, 125 millones de 

dólares para desarrollar una nueva droga (Chi-Jen, 2000). 

Actualmente existen 44 fármacos antineoplásicos tanto de origen orgánico como 

inorgánico, aprobados para su uso, de ellos sólo dos, el cisplatino y el carboplatino son 

fármacos inorgánicos obtenidos a partir de platino y ninguno de los 44 son de 

tecnología nacional (Bravo et al., 2002). 

3. Fármacos de Centro Metálico y Casiopeínas. 

El compuesto cis-(Pt (NH3)2Cl2) nombrado cis-diclorodiaminoplatino(ll), también 

comúnmente conocido como cisplatino o cis-DDP, es una molécula conocida desde el 

siglo XIX. Su actividad biológica fue conocida por accidente cuando, el biofísico 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, reportó la actividad citostática de un compuesto sintético de origen inorgánico 

que marcó la pauta de una nueva serie de compuestos con las siguientes 

características (Ruiz-Azuara, 2000): 

• Un espectro más amplio de actividad 

• Mayor efectividad clínica antitumoral 

• Disminución de efectos eméticos y renales 

• Sinergismo en terapias combinadas. 

Una nueva familia de compuestos del tipo quelatos mixtos de cobre(ll), 

denominados Casiopeínas® (Su nombre proviene de la constelación Casiopea, formada 

por seis estrellas, ordenadas con el mismo arreglo molecular de estos compuestos) 
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patentados y registrados a nombre de la UNAM (Ruiz-Azuara, 1992) comenzó en 1976 

con la idea de que los metales en compuestos de coordinación con moléculas 

orgánicas pudieran llegar a interaccionar con el ADN de las células cancerosas, 

interrumpiendo así su reproducción incontrolada, dentro de la fase de tratamiento. 

Aunque en ese tiempo surgió el cisplatino, compuesto anticancerígeno metálico que 

revolucionó la quimioterapia por su capacidad para atacar cánceres que eran 

resistentes a otro tipo de compuestos, su alta toxicidad provoca la ca ída del cabello, 

vómitos y secuelas secundarias graves, ·como daños en los riñones. Ante tal 

circunstancia, Ruiz-Azuara trabajó con elementos metálicos esenciales, presentes en 

los humanos, por ser fundamentales para alguna función biológica. Si por alguna causa 

ajena al organismo se adquieren excesos de ese tipo de metales, se activan procesos 

homeostáticos para eliminarlos (Alex, 2002). 

Para el diseño de estos nuevos fármacos, como compuestos de coordinación se 

consideraron las siguientes premisas (Ruíz-Azuara, 2000): 

• Utilizar metales de transición que son esenciales para los procesos vitales (Mn, 

Fe, Co, Ni, Cu y Zn), de estos el cobre (11) presento la geometría más cercana a los 

compuestos de platino (11). 

• El uso de elementos esenciales disminuiría de manera importante la toxicidad de 

los posibles fármacos, ya que los organismos tienen procesos homeostáticos para 

regular los excesos de elementos esenciales. 

• Contener ligantes quelatos que aumenten la estabil idad de los sistemas y 

mantengan la geometría cis, que ya había demostrado Rosemberg , ser la más activa. 

• Que estos ligantes presentaran propiedades hidrofóbicas e hidrofílicas, por lo 

que debían ser quelatos mixtos. 

• La variabilidad de sustituyentes químicos en los quelatos podrá generar 

selectividad preferencial sobre algunos tipos de tejidos tumorales. 

Las fórmulas generales de las Casiopeínas® son: 

{Cu(N-N)(N-O)}N03 o {Cu(N-N)(O-O)}N03 donde, (N-N) = fenantrolinas o bipiridinas 

substituidas, (N-0) = aminoacidatos o péptidos y (0-0) = acetilacetonato o 

salicilaldehidato. 

La hipótesis del proyecto de Casiopeínas, fue diseñar moléculas con metales 
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esenciales, cuyas características químicas 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 metálicos se comenzaron a probar los de cobre porque 

formaban estructuras planas (sus átomos principales están en un mismo plano), 

parecidas a las del cisplatino. Otra de sus ventajas, es su abundancia relativa en la 

naturaleza y de allí su menor costo comparado con el platino. Debido a que el cáncer 

no es uno solo, sino que produce diversos tipos de tumores, con causas diferentes, se 

creó una matriz de compuestos ternarios (de tres unidades) de cobre, donde se 

modifican los sustituyentes, de tal manera que la estructura básica de los compuestos 

es la misma. La obtención de la familia de fármacos en su totalidad implicó mucho 

trabajo: el diseño del compuesto, su síntesis, optimización y caracterización, además 

de la determinación de las propiedades físico-químicas, como estabilidad ante 

disolventes, estabilidad al pH, propiedades magnéticas, etc. También fue necesario 

montar las pruebas de cernimiento y actividad biológica in vitro e in vivo, donde se 

determinó que los compuestos tenían actividades citotóxicas, genotóxicas y 

antineoplásicas. Sin embargo, aún no se sabe como actúa el metabolismo sobre estos 

fármacos. Los compuestos con mayor actividad pasaron a los estudios de 

farmacología y toxicología, donde se desecharon los más tóxicos y los menos activos. 

Los seleccionados fueron analizados determinándose su farmacocinética y 

farmacodinámica (modo y tiempo de absorción, distribución y eliminación del 

organismo) en varias especies animales y sangre humana (Alex, 2002). 

Estos resultados indican de manera preliminar que la sustitución en las diiminas 

modifica el grado de actividad y la modificación del ligante iónico es responsable de la 

selectividad del fármaco, hacia el tipo de tumor (Bravo et al., 2002). 

De los 100 compuestos patentados de la familia de las Casiopeínas® (todos con 

cobre) se han seleccionado los más activos y menos tóxicos para realizar pruebas 

preclínicas en animales, como gatos con leucemia viral felina y en ratones "desnudos" 

o 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 y, finalmente, dos, los más prometedores por su solubilidad y 
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selectivos para leucemia y carcinomas. Esas dos moléculas llevan el nombre de 

Casiopeínas® 11y111, de las cuales hasta el momento se tienen nueve subfamilias, unas 

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

3.1 Casiopeína llgly 

La Casiopeína 11 gly -Acua(4,7-dimetil-1, 10-fenantrolina) (gl icina) cobre (11) 

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 sólido ( Ruíz-Azuara et al. 1995). 

• Es estable en condiciones de luz-obscuridad y refrigeración, por lo menos 

durante 21 días y se degrada muy fácilmente cuando se expone a la luz. 

• Debido a que el pH del estómago es de 1 aproximadamente y la molécula se 

disocia a ese pH, esta casiopeína no se puede administrar por vía oral (Ferrer et 

al., 1995). 

• Inhibe en mayor proporción el índice mitótico en comparación con el Cisplatino o 

la Mitomicina-C (Morales et al., 1995). 

• La LD5o por vía intraperitoneal, es de 8.8 mg/kg en ratones de la cepa CD1 

(García et al., 1995). 

• La Casiopeína llgly ha mostrado tener actividad antineoplásica en tumores 

sólidos (De Vizcaya , et al., 1996). 

• La Cas llgly fue desarrollada como un fármaco anticancerígeno activo específico 

contra líneas celulares HeLa, L 121 O, y Calo. También para tipos de cáncer 

S180, 816 y LW1 (Ruiz-Azuara, et al., 1991 citado por Rivero-Muller et al., 

1998). 

• Es potencialmente citotóxica 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-Müller, et al., 1998) 

• La Casiopeína llgly administrada del día 6-15 de gestación en una dosis de 4.4 

mg/kg a ratones hembra preñadas induce micronúcleos (García et al., 2002). 
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• Interacciona con la Adenina (Tovar et al., 2002). 

• El producto de la reacción entre todas las Casiopeínas 11 y la adenina es el 

dimero [Cu2(4, 7- dimetil- 1, 1 O-fen)2 adenina2] (N03)2 (Cirigo et al., 2002). 

• Se une a un alto grado (> 97%) de proteínas plasmáticas, principalmente la 

albúmina. 

CH¡ 

CASIOPEÍNA II 

Figura 1. Estructura química de la Casiopeína llgly. Acua(4,7-cli-metil-1,10-fenantrolina, glicina 

cobre 11) nitrato (Reyes et al., 2003). 
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4. Toxicología Reproductiva. 

La Toxicología Reproductiva es la parte de la Toxicología general que estudia los 

efectos adversos producidos por agentes exógenos en la reproducción . Esta es una 

definición 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 toxicología del 

desarrollo, que estudia las alteraciones producidas en la descendencia como resultado 

de la exposición de hembras gestantes o lactantes a xenobióticos (Bonilla et al. , 2001 ). 

Dentro de los xenobióticos se incluyen agentes químicos naturales o sintéticos, 

biológicos (virus) y físicos (radiaciones). Estos pueden afectar cualqu iera 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 identificación de agentes con efectos deletéreos sobre la reproducción se 

basa tanto en estudios en humanos como en animales de laboratorio. En el primer 

caso, la información es obtenida de personas laboralmente expuestas de manera 

rutinaria o accidental a los agentes potencialmente tóxicos. En el caso de los animales 

de laboratorio, la información es obtenida a partir de exposiciones experimentales 

controladas. Evidentemente, lo mejor para la identificación de reprotóxicos es seguir 

esta última vía . Para hacer esta evaluación, se parte de los siguientes supuestos 

(Bonil la et al., 2001 ). 

1. 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 tóxicos en humanos y 

en animales de laboratorio (Kimmel et al., 1990). 

2. Se asume que un agente que afecta la función reproductiva en un sexo, afectará 

también la función reproductiva en el otro sexo. Los mecanismos de daño causados por 

este agente, además, serán similares en los sistemas reproductores masculinos y 

femeninos , dada la similitud en los procesos biológicos que se llevan a cabo en machos 

y hembras (Bonilla et al., 2001 ). 

3. En ausencia de información para determinar cuál es la especie animal más 

apropiada para evaluar el riesgo reproductivo, se deben usar los datos obtenidos de la 
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especie animal más sensible, ya que se ha observado que los humanos son más 

sensibles que la mayoría de las especies animales empleadas en los estudios de 

toxicidad reproductiva (Working, 1989). 

4. En un análisis cuantitativo para evaluar toxicidad reproductiva, la curva dosis­

respuesta será lineal a partir de un cierto umbral. Esto se basa en el hecho de que las 

células y órganos del sistema reproductivo tienen cierta capacidad para evitar o reparar 

el daño producido. Frecuentemente se presenta un umbral en las dosis utilizadas, a 

partir del cual se produce el daño. 

Los efectos adversos en la reproducción humana son múltiples y no han sido 

completamente entendidos. Los factores hereditarios por si solos son difícilmente 

responsables de una gran proporción de estos efectos, ya que la otra causa de estas 

alteraciones es debida a la exposición de químicos sintéticos y naturales, drogas, 

radiación, consumo de alcohol e infecciones. Sin embargo, la magnitud de cada uno de 

ellos es desconocida. Más aún la limitación y el control de la exposición a químicos 

sintéticos pueden reducir el riesgo de los efectos adversos en la reproducción (Scialli, 

1992). 

Compuestos químicos, los cuales, pueden afectar la reproducción tienen que ser 

primeramente identificados por pruebas biológicas y poner en marcha la tarea de hacer 

una valoración crítica de los químicos considerando (ECETOC, 1983); 

a) Tener la información sobre Toxicología Reproductiva requerida que permita 

evaluar el riesgo y en que orden deben estos aspectos ser tratados 

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

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

d) Existe alguna dosis que no afecte la reproducción . 

e) Que recomendaciones pueden hacerse para mejorar la evaluación de los 

riesgos. 

Con el fin de identificar y caracterizar el potencial tóxico reproductivo de los 

compuestos químicos, se debe tener en cuenta su estructura química, su modo de 

acción y la relación dosis-efecto (ECETOC, 1983); 
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1. Relación estructura-actividad. 

Deben revisarse las similitudes de la estructura química de la sustancia bajo 

consideración, con respecto a los compuestos conocidos o estar libre de efectos 

tóxicos reproductivos. 

2. Modo de acción . 

Los agentes exógenos pueden tener una acción directa o indirecta sobre los 

procesos reproductivos. Los agentes que afectan directamente • pueden alterar el 

desarrollo normal de las células, tejidos y órganos por la modificación o inhibición de la 

proliferación celular. Interferencias indirectas causan desordenes metabólicos u 

hormonales por una intoxicación general de la madre o afectando la actividad sexual de 

los padres. También la función de la placenta, puede afectar seriamente la 

reproducción , especialmente el desarrollo embrionario o fetal. 

Los efectos más dañinos son las mutaciones causadas en las células 

germinales, las cuales son heredadas y estás causan la muerte o anormalidades en las 

generaciones subsecuentes. 

3. Relación dosis-efecto. 

Para establecer la relación entre un agente y los efectos observados es esencial 

demostrar que hay una correlación entre la dosis y estos. Al incrementar la 

concentración 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, así como una 

amplia variedad de alteraciones (ECETOC, 1983). 

En algunos casos puede ser imposible establecer una clara relación dosis-efecto 

porque esta es enmascarada por otros eventos tóxicos. Un motivo importante para 

establecer la relación dosis-efecto es determinar la dosis en la cual no hay efecto, es 

decir, la dosis en la cual no hay cambios fisiológicos, morfológicos y funcionales en 

ningún momento de la reproducción (ECETOC, 1983). 

4.1 Pruebas en Toxicología Reproductiva. 

El propósito del desarrollo de estudios toxicológicos es evaluar el efecto de las 

sustancias problema en el desarrollo de los fetos que resulta desde la exposición de 

los progenitores antes de la concepción o la exposición de la madre durante el 
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desarrollo prenatal. Los efectos adversos son las conclusiones que pueden ser 

utilizadas para evaluar el potencial tóxico de la sustancia problema. Las cuatro mayores 

manifestaciones de los efectos de la sustancia en el desarrollo del organismo son; 

muerte, anormalidades estructurales, alteración o retardo del crecimiento y deficiencias 

funcionales. Para muchas sustancias, estas manifestaciones están relacionadas con la 

dosis y la duración de la exposición y el momento del desarrollo. (Redbook, 2000). 

Desde el contratiempo, que se tuvo, hace 40 años con la Talidomida se ha 

hecho evidente que fármacos y químicos pueden afectar adversamente el desarrollo 

del feto (Saunders y Saunders, 1990). Como resultado, hay un gran control en la 

medicación de mujeres preñadas (Hall y Solehdin, 1998). Durante las últimas cuatro 

décadas, se han introducido muy pocos medicamentos por la industria farmacéutica 

después de haber sido probados en mujeres embarazadas. 

Más 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 información para la seguridad de los fetos 

(Rodríguez y Rodríguez, 2000). 

No es ético, seleccionar un número de mujeres azarosamente para recibir 

medicamentos que no se tenga la certeza de que son seguros para el feto, la 

recopilación y el seguimiento de los datos producto de la observación es la única 

manera ética de cerrar la brecha del conocimiento entre; el valor limitado de los 

estudios en animales y la exposición 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 
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procesos experimentales. Generalmente, no es posible trabajar con animales 

infectados durante el curso de un estudio sin el riesgo de la interacción entre la droga 

del tratamiento y la sustancia problema. Las hembras no deben estar preñadas y deben 

ser nulliparas (lnstitute 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 fortu ita para minimizar las tendencias y asegurar la compatibil idad a través 

del grupo control y del grupo experimental con fines estadísticos. A cada animal se le 

debe asignar un número único. 

Para encontrar el rango de dosis en el estudio se recomienda determinar la dosis 

más apropiada, a menos que se tengan datos de farmacocinética y metabólicos 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 preñados. 

Comparando los resultados desde un estudio prueba en animales no preñados y un 

estudio principal en animales preñados debiendo establecer si la sustancia problema es 

más o menos tóxica en animales preñados que en los no preñados (Redbook, 2000). 

5. Ciclo Reproductivo en Mamíferos. 

El ciclo reproductivo en mamíferos consiste de una secuencia de eventos 

interrelacionados los cuales son ilustrados en la figura 2. 

Los diferentes eventos y períodos pueden ser definidos de la siguiente manera 

(ECETOC, 1983): 
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Figura 2. Ciclo reproductivo en mamíferos (Bonilla et al., 2001). 

• Fertilización es la fusión del espermatozoide y el óvulo resultando un zigoto. 

• Blastogenesis es el proceso de formación del blastocisto por divisiones seriales 

del zigoto. 

• Implantación es la adhesión del blastocisto al endometrio del útero, esta 

penetración a través del epitelio dentro de la pared del útero es el principio de una 

interacción mayor con la madre. 

• Embriogenesis es el período en el cual las células embrionarias se diferencian 

en varios sistemas y órganos. 

• Fetogenesis es el período del crecimiento general, diferenciación de órganos y 

formación de los genitales externos y la histogénesis del sistema nervioso central. 

• Parto es el nacimiento de la cría y marca el final de la gestación. 

• Período prenatal es el periodo entre la fertilización y el parto. 

• Período perinatal es el corto período antes y después del parto. 
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• Período postnatal es el que sigue al parto. 

• Período de lactación es la primera parte de la vida postnatal desde el parto 

hasta el destete del descendiente. 

• Maduración es el período del desarrollo físico 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 Unión 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 exógenos pueden modificar el proceso reproductivo. Pero un 

mismo agente puede tener varios efectos, dependiendo del período del ciclo 

reproductivo, en el cual la exposición tuvo lugar. Para facilitar la descripción de los 

procesos adversos el ciclo reproductivo se divide en tres períodos (ECETOC, 1983): 

1. Período de formación de gametos 

Los efectos adversos sobre la gametogénesis pueden reducir la fertilidad o causar la 

esterilidad, debido a cambios morfológicos, bioquímicos o fisiológicos (ECETOC, 1983). 

2. Período de gestación. 

Este período se puede prolongar, acortar o interrumpir provocando abortos o 

recién nacidos muertos. El blastocisto puede ser destruido, aunque un daño menos 

severo puede ser compatible con el desarrollo de un feto normal o puede provocar su 

muerte en el período de post-implantación. La implantación del blastocisto puede ser 

impedida o retardada (ECETOC, 1983). 

Las malformaciones estructurales o funcionales más obvias son inducidas 

principalmente durante la embriogénesis, el cual es el período más sensible durante el 

desarrollo. El embrión puede morir durante este período (ECETOC, 1983). 

Interferir durante el período de fetogénesis puede provocar cambios 

morfológicos. Las consecuencias más frecuentes son; retardos en el crecimiento y 

desordenes funcionales. Los genitales externos y el sistema nervioso central (SNC) 

también son susceptibles de daño durante este período (ECETOC, 1983). 

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

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

3. Período postnatal. 

Agentes exógenos pueden influenciar el comportamiento materno, el balance 

hormonal o la nutrición lo cual puede afectar la sobreviviencia y el desarrollo físico y 

funcional del recién nacido. La exposición a agentes exógenos durante este período 

puede causar también daños, más adelante en el desarrollo y la conducta reproductiva 

(ECETOC, 1983). 

6. El Ratón como Modelo Experimental. 

En el campo de la investigación científica es habitual el uso de animales para la 

experimentación. 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 investigación. Pero cada una de ellas necesitará parámetros 

distintos para su mantenimiento en bioterios y su uso en el campo de la investigación 

biomédica (Fernández, 2001 ), y es así como se debe seleccionar nuestro modelo 

biológico. 

Para realizar con criterio esa selección, es necesario conocer profundamente 

nuestro objeto animal , su vida silvestre, su biología y sus hábitos, su genética y su 

nutrición, su forma de aparearse, cuidar a sus crías, sus enfermedades y todo cuanto 

se pueda acerca de él (Fernández, 2001 ). 

El ratón util izado actualmente en la investigación es un roedor cuyo ancestro es 

el ratón común o ratón casero. Su nombre científico es Mus muscu/us y su taxonomía 

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 XVIII, el ratón fue utilizado en estudios de anatomía 

comparada, pero la aceleración de la investigación biológica en el siglo XIX, el 

renovado interés en la genética y las necesidades de un mamífero pequeño, 

económico, de fácil alojamiento y alimentación fueron los instrumentos para desarrollar 

el moderno ratón de laboratorio (Altamirano, 1994 ). 

Todas las cepas de ratón de laboratorio se han desarrollado a través de 

cruzamientos selectivos. La mayoría de las cepas de ratones de laboratorio son 

albinas. Los ratones de laboratorio constituyen entre el 60 y 80% de los mamíferos 

usados en la investigación, esto es debido a su gran prolificidad, a su capacidad de 

adaptación, a los conocimientos que se tienen acerca de su fisiología y anatomía y a su 

fácil manejo (Andres et al., 1992). 

Otro atributo del ratón para la investigación, es su ciclo corto de vida (1-3 años), 

lo que permite el estudio de muchas generaciones en un lapso de pocos años, aunque 

existen algunas diferencias de longevidad entre cepas como consecuencia 

básicamente a su distinta sensibilidad ante procesos patológicos (Altamirano, 1994 ). 

7. Teratología. 

7.1 Historia. 

Los primeros estudios, en embriones de pollo, anfibios y peces, donde se 

habían 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 podrían tener la misma 

vulnerabilidad, ya que se sabía que el desarrollo del embrión en los mamíferos estaba 

protegido, dentro del ambiente materno, de los factores extrínsecos. Incluso, después 

del redescubrimiento de los principios mendelianos de la herencia a principios del siglo 

XX, este punto de vista fue consistente con la opinión generalizada de que la mayoría 

de los aspectos normales así como el desarrollo anormal estaban genéticamente 

determinados. Aunque había muchas publicaciones sobre defectos que habían sido 
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observados después de la exposición de mujeres y animales preñados a radiaciones 

iónisantes (Goldstein y Murphy, 1929), la implicación fundamental de que los embriones 

de mamíferos 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 número de descendientes malformes como resultado 

de la exposición de mamíferos preñados a estrés ambiental no origino mucho interés 

acerca del riesgo que podría eorrer el embrión humano en presencia de estos factores. 

Además de los datos aportados por Gregg ( 1941) y otros investigadores, de que el virus 

de la rubéola podría desviar el curso normal del desarrollo en el embrión humano. 

Todo esto no alertó a los científicos biomédicos de la posibilidad de que otros 

agentes extrínsecos podían afectar los mecanismos de protección de la madre y dañar 

a la descendencia. La implicación real de esta posibilidad fue notada solo después que 

Lenz (1961) y Mc8ride(1961) observaron la prevalecía de un tipo de malformación en 

miembros de infantes recién nacidos debido al consumo de un "inofensivo" sedante­

hipnótico, la talidomida. 

Así, a pesar del sufrimiento humano, la catástrofe de la talidomida puede ser 

vista como un gran beneficio para la humanidad, ya que esto llamó la atención por el 

hecho, de que no se tenían antecedentes de ello. Este hecho mostró que tanto en 

humanos como en embriones de mamíferos podía haber una alta vulnerabilidad a 

ciertos agentes ambientales a pesar de que estos tienen un insignificante o ningún 

efecto tóxico en individuos postnatales. Este hallazgo, por supuesto, dio un gran ímpetu 

a la teratología (Koren, 1994 ). 

7.2 Definición. 

La teratología es el estudio de las causas, mecanismos y manifestaciones de 

desarrollo anómalo, que pueden ser de, naturaleza estructural y funcional (Loomis. 

1982). Un agente teratógeno se define por su capacidad para producir defectos 

congénitos; un defecto congénito se origina durante el desarrollo embrionario o fetal y 

consiste en una desviación mayor o menor de la función o morfología normal 

(Sheppard, 1992). 
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El siguiente cuadro muestra ejemplos de los agentes teratógenos más comunes, 

con su actividad teratogénica en el hombre y el ratón . 

Cuadro 1. Efectos teratógenos en el hombre y el ratón. 

Compuesto Efecto en el Ratón Efecto en el Hombre 

Acido Labio hendido, microcefalia , No se conoce su actividad 

acetilsalicílico exencefalia , espina bífida , defectos teratogéníca 

esqueléticos. 

Cafeína Defectos en los dígitos. paladar No se conoce su actividad 

hendido, hemorragias subcutáneas. teratogénica 

Cortisona Paladar hendido Posible teratógeno 

Actinomicina D Anormalidades ectodérmicas y Datos insuficientes 

mesodérmicas 

Progesterona Masculinización de los fetos hembra Masculinización 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. 

(T aylor, 1986) 

Los teratógenos actúan alterando el material genético, con igual resultado que 

en una mutación, o alterando otras moléculas (Cuadro 2). De ahí que la acción de los 

teratógenos externos suelen manifestarse como síndromes de malformación y no como 

anomalías aisladas (Me. Bride 1961 ; Rodríguez y Rodríguez, 2000). 
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Cuadro 2. Nivel bioquímico de acción de los teratógenos. 

(Rodríguez y Rodríguez, 2000) 

Nivel bioquímico Teratógeno 

ADN cromosómico Sustancias alquilantes, antibióticos, esteroides 

ARN mensajero Virus 

Reacciones de transfe- Antimetabolitos (antagonistas del ácido fálico), 

rencia de grupos metilo, alcohol, anticonvulsivantes , litio. 

síntesis de ARN 

Síntesis de proteínas Antibióticos 

Oxidación fosforilativa Sustancias alquilantes 

Glucólisis Sustancias alquilantes 

Una vez que se evaluaron los riesgos potenciales en el feto , las cuales, antes de 

la catástrofe de la talidomida no existían. 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 teratógenos en relación con la etapa del desarrollo fetal. 

La susceptibilidad del embrión o feto a una agresión externa es tan compleja y 

variable como el proceso de desarrollo. Cada uno de los períodos, ya sea de 

implantación, embrionario, fetal y postnatal presenta una vulnerabilidad característica. 

El período más critico del desarrollo es cuando se encuentran al máximo la división y 

diferenciación celular y la morfogénesis. 

El período de preimplantación se caracteriza por su susceptibilidad a la letalidad 

embrionaria y raramente a la teratogenicidad. Un daño en este periodo puede repararse 

a través de una hiperplasia compensadora de células relativamente indiferenciadas; o 

bien puede presentarse la muerte temprana y aborto espontáneo del embrión o ambos 

(Fraser, 1992). 

El periodo embrionario corresponde a la fase de organogénesis que se 

caracteriza porque existe migración y asociación de células que dan lugar a tejidos y 

órganos rudimentarios ; este es un período de mayor vulnerabilidad . Las agresiones en 
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este período pueden producir defectos estructurales al nacimiento, muerte del embrión 

o reparación del daño (Fraser, 1992). 

En el periodo fetal, los principales procesos son la histogénesis, la maduración 

funcional y el crecimiento. La agresión 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 maduración funcional y 

estructural continua. El paso· y acción de agentes teratogénicos pueden manifestarse 

en un retardo en el crecimiento, alteraciones funcionales del sistemas nerviosos, 

inmune y endocrino, así como alteraciones neuroconductuales y cáncer en la infancia 

(Fraser, 1992). 

7.4 Principios de Teratógenesis. 

1. - La susceptibilidad a la teratogénesis depende del genotipo del descendiente y la 

manera en la cual este interactúa con los factores ambienta/es. 

En términos simples la naturaleza genética del organismo en desarrollo en el 

cual se induce teratogénesis se debe a los genes y las influencias extrínsecas. 

Diferencias entre individuos, cepas o especies en la reacción de un mismo agente 

dañino se presume que se debe a la variación de la naturaleza bioquímica o 

morfológica que esta determinada por los genes (Wilson, 1973). 

Es necesario enfatizar que la mayoría de estas diferencias tienen 

probablemente una base - hereditaria, aunque su naturaleza precisa puede no 

conocerse porque el metabolismo y los sitios estructurales de acción del agente 

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

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

producto. al tiempo de la exposición. 

Es un precepto básico en Biología que los organismos inmaduros o en desarrollo 

son más susceptibles a cambios que los que están maduros o completamente 

desarrollados. Esto implica que una mayor susceptibilidad se extiende durante todo el 

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

3. - Los agentes teratoqénicos actúan de manera especifica (mecanismos) sobre el 

desarrollo celular y de tejidos para provocar anormalidades en la embrioqénesis 

(patoqénesis). 

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

de anormal idades. Estos mecanismos son; mutaciones, ruptura de cromosomas, 

interferencia mitótica, alterar la función o integridad de los ácidos nucleicos, falta de 

precursores, substratos, etc., alteraciones en los recursos de energía, cambios en la 

membrana, e inhibición enzimática (Wilson, 1973). 

4. - La manifestación final en el desarrollo anormal es la muerte, malformaciones, 

retardo en el crecimiento. y desordenes funcionales. 

Después de iniciada la organogénesis es relativamente fácil inducir 

malformaciones en órganos específicos y sistemas, debido, a la alta sensibilidad de la 

mayoría de los tejidos durante la organogénesis esto hace que el embrión sea 

susceptible de morir. Además una necrosis celular menor que la cantidad necesaria 

para provocar la muerte del embrión podrían ser el resultado tardío, de un retardo en 

el crecimiento para proporcionar el tiempo requerido para reponer las células perdidas. 

Una deficiencia funcional , ordinariamente no se esperaría que fuera seguida por 

la producción de algún daño durante la organogénesis porque la histogénesis y la 

maduración funcional no son aspectos eminentes del desarrollo en este tiempo. Sin 

embargo, esto ha sido reportado (Spyker, 1975), y podría ser explicado como resultado 

del no reabastecimiento de las células dañadas o de otros trastornos en tejidos. 

Retardos en el crecimiento , particularmente se esperan después de daños 

ocasionados durante el periodo fetal , el cuál esta totalmente caracterizado por el 

crecimiento. Para la cuarta manifestación de desarrollo anormal las malformaciones 

(patogénesis) tal ves, es la mejor comprendida, en términos del agente causal y tiempo 

de inducción (Wilson , 1973). 
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5. - La importancia de Jos factores ambientales adversos en el desarrollo de tejidos 

depende de Ja naturaleza del agente. 

Básicamente hay dos vías de acceso por las cuales las influencias ambientales 

pueden alcanzar los tejidos en desarrollo dentro del útero: directamente atravesando el 

cuerpo materno o siendo indirectamente transmitido a través de este (Wilson, 1973). 

Agentes qu ímicos o sus productos, en realidad, tienen contacto con el embrión o 

feto en alguna fracción de su concentración en la sangre materna. Si el embrión o el 

feto tienen contacto con una concentración considerable del compuesto químico, esto · 

depende de muchas variables. La primera de estas es la dosis materna y el grado de 

absorción dentro del flujo sanguíneo, la cual se vuelve dependiente de la forma física 

del agente (sólido, líquido o gas), de la vía de entrada, u otras. (Wilson, 1973). 

La placenta, es capas de actuar como una barrera detrás de la cual el 

descendiente es protegido de los agentes químicos externos. Sin embargo, hay 

evidencias que indican virtualmente que todos los químicos dentro del plasma materno 

tienen acceso al producto a través de la placenta . Muchas moléculas de tamaño 

pequeño y baja carga iónica atraviesan por simple difusión, otros por difusión faci litada, 

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 

tamaño, carga , solubilidad de los lípidos, afinidad con otros químicos, etc. (Wilson, 

1973). 

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

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

Para la evaluación 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 más 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 teóricamente no se 

alcanza el cero hasta que la dosis es nula (Wilson, 1973). 
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111. JUSTIFICACIÓN 

En la Facultad de Química de la UNAM desde hace algunos años se han 

venido desarrollando una serie de fármacos antineoplásicos con centro metálico de 

cobre llamados Casiopeínas. Los estudios preliminares han mostrado que las 

Casiopeínas son capaces de inhibir el crecimiento celular in vitro de líneas celulares 

Hela, 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 Cancerología 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 están practicando 

quimioterapias intensivas por tumores malignos, la investigación toxicología clínica de 

las drogas anticancerígenas es, de fundamental importancia. Para poder llegar a su 

uso clínico se requieren una serie de estudios preclínicos, los cuales tienen por objeto; 

1) Excluir de los ensayos clínicos los compuestos cuya toxicidad pudiera hacerlos 

inadmisibles; 2) Proveer datos farmacológicos a partir de los cuales pueda calcularse 

una dosis clínica 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 tóxico (Creaven y Mihich, 1978). 

Por lo tanto, en el presente trabajo se decidió realizar estudios de toxicología 

reproductiva administrando Casiopeína llgly - Acua(4,7-dimetil-1, 10-fenantrolina) 

(glicina) cobre (11) Nitrato; (Cas llgly), 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). 
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IV. HIPÓTESIS 

Es bien conocido que fármacos anticancerígenos (como por ejemplo el 

Cisplatino ), son teratógenos, debido a que atacan de manera inespecífica al embrión o 

al feto , los cuales tienen una alta tasa de proliferación celular. 

Se ha demostrado que la Casiopeína llgly es citotóxica y produce daño al ADN 

similar a lo observado con el Cisplatino (compuesto de actividad teratogénica 

reconocida), pero con una toxicidad menor (Ruíz-Azuara, 1992). Por lo tanto, se 

esperáría que el tratamiento con Casiopeína llgly en las hembras preñadas fuera mejor 

tolerado, produciendo un bajo porcentaje de mortalidad en las hembras gestantes, lo 

cual permitirá la obtención de fetos vivos en el día 18 de gestación para poder estudiar 

las posibles malformaciones congénitas; estructurales y esqueléticas en caso de que la 

Casiopeína llgly fuera teratogénica . 
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V. OBJETIVOS 

1. Objetivo General 

Analizar el posible efecto teratogénico de la Casiopeína llgly al ser administrada, 

de manera crónica, a ratones hembra gestantes de la cepa CD-1, durante el período de 

organogénesis del desarrollo embrionario. 

2. Objetivos Particulares 

~ Estudiar la posible toxicidad materna en las hembras gestantes tratadas 

con diferentes dosis de casiopeína llgly ( 2.2, 3.3 y 4.4 mg/kg) durante el período de 

preñez. 

~ Evaluar el efecto de la Casiopeína llgly 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 Casiopeína llgly en los fetos de las hembras tratadas. 
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VI. MATERIAL Y METODOS 

Compuesto. 

La casiopeína llgly - Acua (4,7-dimetil-1,10-fenantrolina) (glicina) cobre (11) 

Nitrato utilizada en el presente estudio fue proporcionada por el Departamento de 

Química Inorgánica y Nuclear a cargo de la Dra. Lena Ruiz Azuara en la Facultad de 

Química 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 Experimentación Animal de la 

Facultad de Química 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 Administración. 

La casiopeína llgly se administro durante todo el período de organogénesis 

(día 6 hasta el día 15 de gestación), por vía intraperitoneal (ip) partiendo de la dosis 

letal media calculada para la Cas llgly (LDso. 8.8 mg/kg por vía ip, García, 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 proporción de 

dos hembras por macho. A la mañana siguiente cada hembra fue examinada para 

detectar la presencia del tapón vaginal. La presencia de tapón se considero como el 

día cero de preñez. 

Grupos. 

Se utilizaron 5 grupos, cada uno, con 1 O hembras gestantes. Dos lotes 

testigo; uno tratado con agua destilada (grupo control negativo) y otro tratado con 

Cadmio 5 mg/kg, un teratógeno conocido (grupo control positivo). Tres grupos 

experimentales tratados con tres diferentes dosis (2.2, 3.3 y 4.4 mg/kg) de Cas llgly. 

Los animales se asignaron de manera aleatoria a cada lote. 
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Obtención de los Fetos. 

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

día 18 de gestación se sacrificaron por dislocación cervical y se expusieron los úteros 

para iniciar el siguiente análisis. 

Datos registrados para evaluar Toxicidad materna y Embriotóxicidad . 

1. Signos de Toxicidad materna: 

Mortalidad 

Peso 

2. Signos de Embriotoxicidad 

Número de fetos totales 

Número de reabsorciones 

Peso fetal por camada 

Peso promedio por feto 

Número de implantes totales 

Número de fetos vivos 

Número de fetos muertos 

Genero de los fetos 

Malformaciones Macroscópicas y Esqueléticas. 

Los fetos obtenidos fueron revisados individualmente para registrar la frecuencia 

y tipo de malformación macroscópica presente, así 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 teñir el esqueleto. Los fetos restantes se preservaron para análisis 

posteriores. 

32 



Técnica de doble Tinción para esqueleto de fetos de ratón para estudios 

teratológicos (Whitaker y Kathaleen, 1979). 

De cada feto se retiraron las vísceras abdominales y el tejido adiposo para 

posteriormente fijarlos en etanol al 70% por 24 horas como mínimo, después se tiñeron 

por 24 horas con la siguiente solución a 37 ºC. 

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 ácido acético glacial 

17 Vol.- de etanol al 70% 

Después de las 24 horas en la solución de tinción, se enjuagaron 3 veces con 

agua destilada y se colocaron en una solución 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 observación y 

preservación. 

El análisis del esqueleto en los fetos incluyo: 

• Conteo de los metatarsos y metacarpios 

• Número y forma de pares de costillas 

• Número y forma de las esternebras 

• Número y forma de las vértebras 

Registro y Análisis Estadístico de los datos. 

Se calculó 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 análisis de covarianza. El peso 

fetal y el peso por camada se analizaron por un análisis de varianza seguida de la 

prueba de Kruskal-Wallis. La sobrevivencia fetal y la incidencia de anormalidades 

macroscópicas se registro haciendo una estimación de proporciones con un intervalo 

de confianza del 95%. Las malformaciones esqueléticas se registraron como 

porcentajes de fetos por grupo. 
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VII. RESULTADOS 

Embriotoxicidad 
En la tabla 1 y en la gráfica 1 se pueden observar los cambios de peso corporal 

durante el período de gestación. La ganancia de peso corporal en las hembras 

gestantes de los grupos tratados con 2.2 ó 3.3 mg/kg de Casiopeína llgly y con 5 mg/kg 

de cadmio, fueron semejantes al grupo testigo negativo (ganancia promedio de 1.51 g 

por día de gestación), mientras que para el grupo tratado con 4.4 mg/kg de Casioipeína 

llgly, el promedio disminuyó (0 .54 g por día, P< 0.05). 

TABLA 1. TOXICIDAD MATERNA 

Testigo Cas Ilgly Cas Ilgly Cas Ilgly Testigo 
negativo positivo 
<H20d) (CdC12) 

Dosis (m!!:/k!!:) 1 ml/Kg 2.2 3.3 4.4 5 
No. de hembras preñadas por 10 10 10 10 10 
grupo 
No. de hembras preñadas 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 período de 
gestación. 
Ganancia de peso (grs.) en las 
hembras preñadas del día 17.13 ± 13.24± 12.77 ± 6.92 ± 14.21 ± 
6-15 de gestación (X± D.E). 3.03 4.35 5.72 4.02* 4.86 
* p < 0.05 
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GRÁFICA 1. GANACIA DE PESO EN HEMBRAS PREÑADAS DEL DÍA 0-18 

DE GESTACIÓN. 
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Una vez disectados los cuernos uterinos al realizar el análisis se observó que 

para el grupo tratado con la máxima dosis de Cas llgly hubo una disminución 

significativa en el promedio de los sitios de implantación y en la media del total de fetos 

obtenidos por camada fue menor en comparación con los demás grupos. 

El análisis 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 encontró que el mayor número de reabsorciones fue en los grupos tratado con 

4.4 mg/kg de Cas llgly 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 cesárea, observando que fue similar para todos los grupos tratados con 

Casiopeína llgly y el grupo control negativo (del 97-100% en todos los casos), mientras 

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

TABLA2 DE EMBRIOTOXICIDAD: DATOS OBTENIDOS AL MOMENTO DE LA 
CESAREA DE HEMBRAS TRATADAS CON CASIOPEÍNA llGLY DURANTE EL DÍA 

6 AL 15 DE GESTACIÓN. 
Testigo Cas Ilgly Cas Ilgly Cas Ilgly Testigo 
negativo positivo 
(H20d) (CdC12) 

Dosis (mg/kg) 1 ml/kg 2.2 3.3 4.4 5 

Número de implantes por camada 12.8 ± 1. 55 15 ± 2.36 12.3 ±4.74 *8 ±1.87 13.4 ± 4.95 
(X±D.E). 

Numero total de fetos obtenidos por 12.6 ± 1.65 12 .2 ±3.58 11.0 ±4.14 *3 ± 4.24 9.3 ± 5.25 
camada 

( X±D.E). 
Fetos vivos (X ± D.E). 12 .3 ± 1.77 11.9 ±3 .79 10.8 ± 4.0 3 ± 4.24 *8.5 ± 5.90 

Fetos muertos (X ± D.E). 0.3 ± 0.67 0.1 ± 0. 32 0.2 ± 0.42 o *0.8 ± 1.55 

Reabsorciones ( X± D.E). 0.2 ± 0.42 2.9 ± 2.4 1.3 ± 1.41 *5 ± 3.32 *4 .1 ± 3.79 

Peso por camada (grs.) (X± D.E). 17.0 ± 1.74 15.32 ±5.0 13.92 ± 532 *4 .2 ± 4.9 11.78 ± 6.40 

Peso por feto vivo (grs.) (X ± D.E). 1.36 ± 0.13 1.06 ±0. 17 1.26 ±0. 13 1.24 ±0.67 1.1 8 ± 0.14 

* P < 0.05 con la prueba de Kruskal-Walhs vs el grupo testigo negativo 
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El análisis del porcentaje de fetos a término muertos, mostró que para los grupos 

tratados con 2.2 ó 3.3 mg/kg de Cas llgly y para el grupo control tratado con agua 

destilada, fue del 1-3%, mientras que para el grupo tratado con la mayor dosis de 

Casiopeína llgly 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 encontró que hay una diferencia 

estadísticamente 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 (gráfica 2) y se encontró que había una 

diferencia significativa del grupo tratado con 4.4 mg/kg Cas llgly con respecto al grupo 

testigo negativo y a los grupos tratados con 2.2 o 3.3 mg/kg de Cas llgly. 
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En la gráfica 3 de cajas y bigotes se puede observar, que para el peso fetal por 

grupo no hubo una diferencia estadísticamente significativa entre los grupos tratados 

con Cas llgly y los grupos testigo. 

Anonnalidades estructurales macroscópicas 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 º versión) (Wise et al.. 1997). 

En la tabla 3, se mencionan las anormalidades macroscópicas 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 llgly se encontró que; 6 fetos machos 

(11.53%) y 1 feto hembra (1 .53%) presentaron micromelia, extremidad 

desproporcionalmente corta o pequeña, 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 alteración, mientras que en el grupo 
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tratado con 2.2 mg/kg de Cas llgly hubo un feto macho (1 .92 %) y 3 fetos hembra 

(4.61 %) con la extremidad mal rotada (Foto 1 ). 

Otra anomalía observada fue la extremidad hiperextendida, extensión 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 cráneo, macho con criptoftalmia, no 

hay formación del párpado, macho con hiperflexión de una extremidad, doblamiento 

excesivo de una extremidad o unión, hembra con braquidactilia (dígitos 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 más miembros, macho 

con braquidactilia, hembra con sindactilia, fusión del tejido entre los dígitos (Foto 2), 

hembra con cola doblada, hembra con cola en forma de gancho (Foto 2). 

En el grupo que recibió la dosis más alta (4.4 mg/Kg) no se observaron 

malformaciones gruesas. El grupo testigo tratado con agua destilada inyectable, no 

presentó ningún tipo de efecto, mientras que el grupo tratado con Cadmio mostró un 

alto porcentaje de malformaciones macroscópicas ya que el 100% de las camadas 

obtenidas se vieron afectadas por el compuesto. 
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TABLA 3. ANORMALIDADES MACROSCÓPICAS EN FETOS DE RATÓN DE LA 
CEPA CD1 DE HEMBRAS GESTANTES TRATADAS CON CASIOPEÍNA 11-GLY DEL 
DÍA 6-15 DE GESTACIÓN. 

Testigo Cas Ilgly Cas Ilgly Cas Ilgly Cd Cl2 

nee:ativo 
Dosis (me:/Ke:) 1 ml/Kg 2.2 3.3 4.4 5 
Fetos revisados 120 117 110 15 91 

Total de camadas afectadas (%) o *8/ 10 (80) *7/ 10 (70) o 10/ 10 (100) 
Fetos con a l menos una 
ma lfo rmación (%**): 

o o . •9 ( 17) • 15 (24) :O 22 _(59) 

9 o *9(14) *5(11) o 34 (63) 
CRÁNEO(%): 

Exencefa lía : 

o o •1 (1.92) o o 17 (45.9%) 

9 o o o o 23 (42.59) 
OJOS(%): 

Ciclooia : 

o o o o o o 
2 o o o o 1 ( 1.85) 

Criptofta lmia: 

o o •1 ( 1.92) o o 5 (13.5) 
2 o o o o 8 ( 14.8 1) 

Exoftalmia 

o o o o o o 
9 o o o o 2 (3.70) 

BOCA(%) 
Macroglosia 

o o o o o 7 (18 .9 1) 

9 o o o o 18 (33.3) 
Macroe:natia 

o o o o o 3 (8.1 O) 

9 o o o o 4 (7.40) 
Microe:losia 

o o o o o 1 (2.70J 

9 o o o o 1 ( 1.85) 
EXTREMIDADES(%): 

Micromelia 

o o *6 ( 11.53) •5 (7.93) o 7 (18.9 1) 

2 o *1(1.53) •3 (6.38) o 14 (25.92) 
Macromelia 

o o o o o 1 (2.70) 

9 o o o o 1 (1.85) 
Ma lrotada 

o o •1 (1.92) *3(4 .61) o o 
9 o •3 (4.6 1) •4 (6.34) o 1 (1.85) 

Hioerextend ida 

o o * 1(1.92) •3 (4.6 1) o o 
9 o *3(4.61) • 1 ( 1.58) o o 
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Hiperflexión 

o o * I (1.92) o o o 

º o o o o o 
Amelía 

o o o o o o 

º o o o o o 
PATA/DIGITOS (%): 

Ectrodactilia 

o o o o o 1 (2.70) 

º o o o o o 
Braquidactilia 

o o o * 1 ( 1.53) o o 
· 2 O· *I (1.53) o o o 

Sindactilia 

o o o o o o 

º o o * 1 ( 1.58) o o 
COLA(%): 
Enroscada 

o o o *1(1.53) o o 

º o *I (1.53) *5 (7.93) o o 
Doblada 

o o •1 (1.92) o o o 

º o •1 (1.58) o o 
Forma de 2ancho 

o o o o o o 

º o o *I (1.58) o o 
• Intervalo de confianza del 95% 

•• El porcentaje de malformaciones macroscópicas es, en relación del total de fetos por género 

observados (Tabla 4) y no en relación del total de fetos observados por grupo. 

Al analizar los datos de las malformaciones por sexo (Tabla 3), se encontró que 

el grupo tratado con 2.2 mg/kg obtuvo el mismo número 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 observó que los fetos machos fueron más 

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

Haciendo una estimación de proporciones con un intervalo de confianza del 95% 

para anormalidades macroscópicas, se encontró que la Cas llgly administrada en dosis 

de 2.2 o 3.3 mg/kg de Cas llgly ocasiona malformaciones macroscópicas en una 

cantidad significativa en fetos de ratón (CD1) (Tabla 3) . 

Por otro lado, aplicando la prueba de Kruskal-Wallis, se demuestra que hay una 

diferencia estadísticamente 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 Gráfica 4). No hubo diferencia en la longitud de los 
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TABLA 4. PROPORCIÓN DE SEXOS Y LONGITUD DE LOS FETOS 

Testigo Cas Ilgly Cas Ilgly 
nei?ativo 

Dosis (mo!Ko) 1 ml/Kg 2.2 3.3 
Prooorción de sexos: 

a 55 (46%) 52(44%) 63 (57"/o) 

2 65 (54%) 65 (56%) 47 (43%) 
Lon2itud fetos (cm) (X± D.E.) 

a *2.8 ± 0.11 2.64±0. 17 2.63 ±0.15 
2 2.74 ± 0.12 2.61 ±0.18 2.58 ± 0.18 

* P < O. 05 con la prueba de Kruskal-Walbs vs el grupo testigo negattvo 

3.2 

Long 
3 

(cm)2.s 

2.6 

2.4 

2.2 

2 

a 

Gráfica 4 de Cajas y Bigote& 
lon11itnlt fvfal nor ~xo. 

a a 9 ª 
:~~~ a 

a 
o 

a o 
e a a 

11 12 21 22 31 32 41 42 51 52 

Grupo 

Cas Ilgly CdCl1 

4.4 5 

10 (66%) 37 (41%) 
5 (34%) 54 (59"/o) 

2.66±0.13 2.67± 
2.58±0.61 *2.56±0.14 

(11= aa T-; 12= QQ T-; 21= aa 2.2 mg/kg; 22= QQ 2.2 mg/kg; 31= c3c3 3.3 mg/kg; 32= 
~~ 3.3 mg/kg; 41= c3c3 4.4 mg/kg; 42= ~~ 4.4 mg/kg; 51= éSc3 5 mg/kg, CdC'2; 52= ~~ 
5 mg/kg, CdCb). 
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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 asimétricas 
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 llgly, se observaron por lo menos 

una malformación en el 36.84% del total de fetos observados de las cuales; el 13.55% 

correspondió a la presencia de costillas supernumerarias, el 7.89% a costillas 

rudimentarias (Foto 4 ). el 5.26% a costillas cortas, el 10.52% a esternebras 

rudimentarias, el 15. 78% a esternebras asimétricas (Foto 3) y el 5.26% a esternebras 

divididas asimétricamente. 

Cuando se analizó el grupo tratado con 3.3 mg/kg de Cas llgly, en el 65% del 

total de fetos se registró algún tipo de malformación 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% tenían 

vértebras lumbares revueltas. 

Para el grupo tratado con 4.4 mg/kg de Cas llgly, se observo que el 90% del total 

de fetos revisados presentaron, al menos, un tipo de malformación esquelética. En este 

caso el 80% presentó 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 malformación esquelética y en el grupo testigo negativo el 

22 .5% del total de fetos observados presentaron al menos una malformación 

esquelética. 
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TABLA 5. EFECTO DE LA CASIOPEÍNA 11-GL Y SOBRE EL SISTEMA 

ESQUELETICO EN FETOS DE RATÓN DE LA CEPA CD1 DE 18 DÍAS DE 

GESTACIÓN 

Testigo Cas 11-gly Cas 11-gly Cas 11-gly CdC'2 
nega tiv 
o 

Dosis ml/K!!. 1 ml/Kg 2.2 3.3 4.4 5.0 
Fetos revisados 80 76 65 1-0 44 
No. fetos con al menos 18 28 (36.84) 43 (65) 9 (90) 33 (75) 
una (22.5) 
malformación 
esquelética (%) 
No. Camadas con 7110 9110 9110 2/2 10110 
malformación 
Costillas (% ): 

Supernumerarias 7 (8.75) 10(13 .15) 24 (36.92) 8 (80) 6 (13.63) 
Fusionadas o o o o 12 (27.27) 
Rudimenta rias 5 (6.25) 6 (7.89) 12 (18.46) 5 (50) 3 (6.8 1) 
Cor tas 2 (2 .5) 4 (5 .26) 10 (15.38) 5 (50) 7 (16.0) 

Esternebras (%): 
Supernumerarias 4 (5) o 3 (4.6 1) l (10) 3 (6.81) 
Forma de pesa 3 (3.75) o 2 (3.07) 2120) l (2.27) 
Rudimentar ias 4 (5) 8 (10.52) 8 (12.30) 3 (30) 3 (6.81) 
Cortas o o o o o 
Asimétricas 4 (5) 12 (15.78) 15 (23.07) 5 (50) 12 (27.27) 
Asimétricamente o 4 (5 .26) 2 (3 .07) o 3 (6.81) 

divididas 
Revueltas o o o o 1 (2.27) 

Vér tebras(%): 
Rudimentarias 1 (1.25) o o o 1 (2 .27) 
Revueltas o o 1 ( 1.53) o o 
Asimétricas o o o o 10 (22 72) 

Fusionadas o o o o 4 (9 .09) 
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VIII. DISCUSION 
Una recopilación de los datos de embriotoxicidad, se muestran en la tabla l. Las 

hembras tratadas con dosis de 2.2 o 3.3 mg/kg de Cas llgly no ocasionaron toxicidad 

materna, por lo cuál, 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 preñadas. Pero si se encontró que la dosis 2.2 mg/kg fue 

embriotoxica ya que provocó un bajo peso en los fetos. 

La d()sis más alta (4.4 mg/kg) de Cas llgly administrada en las hembras 

preñadas de la cepa CD1, mató al 50% de las hembras y se observó que hubo una 

reducción en la ganancia de peso en el día 18 de gestación. Este nivel de dosis tiene 

una alta toxicidad materna y se debe evitar en los estudios de toxicología del 

desarrollo, ya que no proporcionó información sobre los efectos en la descendencia 

(Farr et al., 2001) a nivel de malformaciones macroscópicas. 

Se observó mortalidad embrionaria o fetal (reabsorciones) en los dos grupos 

testigo y en los tres grupos tratados con Cas llgly, 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 gestación. Una característica frecuente entre los 

agentes xenobioticos que son tóxicos en los estados de pre-grastrulación (d .g.6), es 

que son letales para el embrión esto ocurre poco después de la implantación. Ciertos 

agentes, sin embargo, también inducen letalidad pero en un momento tardío de la 

gestación, mientras que otros inducen malformaciones anatómicas en fetos vivos no 

asociada a muerte fetal (Rutledge, 1997). También las dosis de 2.2 y 3.3 mg/kg de 

Casiopeína llgly provocaron muerte embrionaria y fetal (reabsorciones), además de 

inducir malformaciones anatómicas y esqueléticas 

El haber encontrado reabsorciones en el grupo control negativo indica que puede 

haber reabsorciones espontáneas en el ratón pero en un porcentaje mínimo. Todo esto 

nos dice, que nuestro sistema de experimentación funcionó adecuadamente. 

Un incremento en las reabsorciones se clasifica como un efecto a nivel del 

embrión, 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 embrión (Bajy, 1985; Muranaka et al., 1993), 
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pudiendo ser el caso de la Cas llgly y una reducción 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 acción directa o indirecta (e.j . toxicidad materna) (Chung, 1998), de la Cas llgly. 

ANORMALIDADES ESTRUCTURALES MACROSCÓPICAS EXTERNAS. 

La Casiopeína llgly tiene potencial teratogénico, debido a que los fetos 

presentaron susceptibilidad a la inducción de malformaciones (Tabla 3 y 5) pero no se 

sabe en que etapa de la organogénesis ya que la Casiopeína llgly fue administrada 

durante todo este período. 

En el grupo tratado con 2.2 mg/kg de Cas llgly se encontraron nueve diferentes 

tipos de malformaciones macroscópicas: exencefalia, criptoftalmia, micromelia, 

extremidad (malrotada, hiperextendida e hiperflexionada), braquidactilia y cola 

(enroscada y doblada). De estas nueve malformaciones se reporta en la literatura que 

la exencefalia puede ocurrir de manera espontánea en el ratón (CD1) en 0.06% (Szabo, 

1989), mientras que la Casiopeína llgly en esta dosis la ocasiono en 1.92% y también 

se reporta que la Criptoftalmia se puede presentar de manera espontánea en el ratón 

de la cepa CD1 en 0.08% (Szabo, 1989), mientras que la Criptoftalmia en el grupo 

tratado con 2.2 mg/kg de Cas llgly, se presento en 1.92%. 

La micromelia fue la malformación que se encontró 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 ratón CD1 es causada por la administración de 

Casiopeína llgly durante el período de organogénesis ya que una sola malformación 

dentro de un grupo de dosis baja normalmente no importaría y tal vez, se consideraría 

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 asociación 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 llgly, 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 común que la amelia ocurra de manera espontánea en el ratón (CD1) pero 

se puede presentar de manera espontánea en 0.3% y la reducción de las 

extremidades, micromelía, es comúnmente unilateral (Szabo, 1989). La sindactilia es 

un defecto genético común en el ratón (Grüneberg, 1963; Kalter, 1980) se sabe que 8 

genes dominantes y 1 O 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 duplicación. En la literatura se reporta 

que hay malformaciones espontáneas en la cola del ratón (CD1) hasta en 1.1 % (Szabo, 

1989) y la Cas llgly la produjo en un porcentaje mayor. 

El no haber encontrado ningún feto con malformación macroscópica en el grupo 

tratado con la dosis más alta (4.4 mg/kg) de Cas llgly, pudo haber dependido de las; 

diferencias en la membrana placentaria, transporte placentario, biotransformación y la 

susceptibilidad genética del feto influyeron sobre el pronostico final (Rutledge, 1997). 

El mecanismo de acción de la Casiopeína llgly ocupa un lugar muy importante 

en la serie de eventos entre el agente causante y la ultima expresión del desarrollo 

anómalo en fetos de ratón CD1 . El mecanismo de acción de la Casiopeína llgly puede 

ser por alteración de la integridad y función de los Ácidos Núcleicos. Este es el 

mecanismo de acción de muchas drogas antineoplásicas, al parecer también lo 

presentan las Casiopeínas, ya que se ha reportado que estas degradan al ADN (Huber 

et al., 1987) además de producir especies reactivas de oxígeno (Ruíz-Azuara et al. , 

1991 ). Esto interfiere con la replicación de los ácidos nucleicos, con la transcripción, 

con la incorporación de bases, y con la síntesis de proteínas (RNA translación) sin 

producir cambios heredables en el ADN de las células germinales (Wilson y Fraser, 

1977). 

Otro de los mecanismos de acción que pueden tener las Casiopeínas, tomando 

en cuenta que también son citotóxicas (Ostrosky, et al., 1987) es que puede inhibir la 

sintesis de DNA. deteniendo o retrasando la mitosis, desde que el proceso no puede 

avanzar más allá de la fase S del ciclo celular (Wilson y Fraser, 1977). 
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Finalmente, los resultados indican que los fetos machos fueron más susceptibles 

que los fetos hembra a malformaciones gruesas a causa de la administración de 

Casiopeína llgly durante el período de organogénesis. En la literatura se reporta que 

hay diferencias de género en respuesta a sustancias tóxicas (Altamirano et al., 1991 ), 

lo cuál, puede ser por alteraciones en el nivel de hormonas esteroides o alterar la 

función gonadal (LeBlanc et al., 1992). 

MALFORMACIONES ESQUELÉTICAS. 

Todas las variaciones esqueléticas, retardos y malformaciones se describen de 

acuerdo a su forma, tamaño y posición. 

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 ratón CD1 presenta de manera 

espontánea esta malformación esquelética en un 0.2% (Szabo, 1989). 

Sin embargo al ir aumentando la dosis de Cas llgly, se observo que incremento 

la presencia de costillas supernumerarias y esto es un indicador de actividad 

teratogénica del fármaco (Taylor, 1986). Sin embargo se debe recordar que algunas 

drogas pueden causar malformaciones y pueden tener poco o ningún efecto sobre el 

número de costillas supernumerarias (Taylor, 1986). 

Muchos teratólogos se han cuestionado la importancia de las desviaciones o 

variaciones esqueléticas, particularmente de las costillas supernumerarias que tienen 

importancia teratógena (Palmer, 1968; Kimmel y Wilson , 1973). Se ha observado que la 

incidencia de estas costillas se fue incrementando significativamente al administrar 

ciertos agentes teratógenos tales como: Exceso de Vitamina A (Yasuda y Maeda, 

1972), actinomicina O y salicilato de sodio (Kimmel y Wilson , 1973). 

En general, agentes que son potencialmente teratógenos afectan varias partes 

del desarrollo fetal, produciendo un incremento mayor sobre la incidencia de costillas 

supernumerarias en comparación con los fetos control. Los agentes que tienen un débil 

o no potencial teratogénico no causan cambios apreciables en el número de costillas 

(Szabo, 1989). 
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Las esternebras pueden aumentar o disminuir en número, esta última es más 

importante (Taylor, 1986). La Cas llgly ocasionó esternebras supernumerarias y en 

forma de pesa en la dosis de 3.3 y 4.4 mg/kg. Las tres dosis de Cas llgly provocaron 

esternebras rudimentarias (pobre osificación) y asimétricas. 

El tipo e incidencia de variaciones en las esternebras para ratón 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 osificación, 

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 

osificación de las esternebras (Fritz, 1975). 

La formula de las vértebras (cervical/torácica/lumbar), reportada en la literatura 

para un 74.7% de ratónes de la cepa CD1 es 7/13/6 respectivamente y 7/13/7 para el 

25.3% (Szabo, 1989). En los grupos a los cuáles se les administro Cas 11-gly se 

encontró que todos los fetos tenían 7 cervicales, 13 torácicas y 6 lumbares. 

La anomalía en las vértebras que ocasiono la Cas llgly fue en la dosis de 3.3 

mg/kg donde se observaron vértebras revueltas (1.53%) y en el grupo control negativo 

se observó vértebras rudimentarias en 1.25%. 

El esqueleto vertebral, especialmente el número de vértebras, esta sometido a 

una variedad de cambios dependiendo de la región en la columna espinal. Hay buena 

evidencia de que el número de vértebras varia de acuerdo a la cepa (Green, 1954; 

Pennycuik, 1980). 

Regresando a la evaluación del tipo y frecuencia de variaciones en las vértebras, 

en la bibliografía se reporta que; en el esqueleto de ratón se presenta una gran 

incidencia de estas variaciones más que la rata o el conejo. El tipo e incidencia de 

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

1. La Casiopeina llgly mostró ser embriotóxica debido a que incrementó la 

frecuencia de reabsorciones y disminuyó el peso fetal. 

2. Los resultados para embriotoxicidad indican que los efectos adversos 

ocasionados por la Casiopeína llgly son sobre el producto más que en la madre. 

3. El método de doble tinción para esqueleto utilizado en este trabajo no revela 

defectos intrínsecos del desarrollo del hueso. 

4. Que el grupo control negativo no haya presentado ningún feto con malformación 

estructural y que el grupo control positivo haya presentado el mayor número de 

fetos malformes y once tipos diferentes de malformaciones en comparación con 

los resultados mencionados anteriormente. Se puede decir, que se pudo 

evaluar, de manera adecuada, el potencial teratogénico de la Cas 11-gly en 

ratones hembra de la cepa CD1 . 

5. La incidencia de varios tipos de malformaciones macroscópicas en las dosis de 

2.2 y 3.3 mg/kg de Cas llgly y malformaciones esqueléticas en todas las dosis de 

Cas llgly en los fetos de hembras tratadas indican que esta es teratógena. 
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X. COMENTARIOS FINALES 

De acuerdo a la información obtenida por este estudio en Toxicología 

Reproductiva con ratones de la cepa CD1. Se encontró que la Casiopeína llgly muestra 

riesgo al feto. Sin embargo, el beneficio de la Casiopeína llgly puede ser mayor a su 

riesgo potencial. Tomando en consideración que los agentes antineoplasicos se 

administran a una dosis máxima tolerada y es funcional terapéuticamente asociada con 

efectos dañinos secundarios (Rutledge, 1997). 

La realización de este tipo de investigación en teratogénesis con (un deseado) 

próximo fármaco antineoplásico, Casipeína llgly, fue necesario con la finalidad de 

obtener información crucial no disponible hasta ahora. Tal investigación se dirigió 

dentro de un marco ético. El cuál, reconoce la importancia del uso de animales de 

laboratorio. 

Aplicar los resultados de Toxicología del Desarrollo en ratón a la situación 

humana es difícil. 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 Casiopeína llgly sobre el feto. 

La información sobre el mecanismo de acción de la Casiopeína llgly es limitada , 

y se debe trabajar en ello, ya que el uso de animales para evaluar el riesgo en 

humanos será más que empírico sólo cuando el grado de comparabilidad de los 

mecanismos de acción entre animales de prueba y el hombre sean entendidos (Wilson 

y Fraser, 1977). 
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