Revista CENIC, 11, 1, 1980 115

Efectos teratogénicos del plomo

R. M. Coro ANTICH Y M. AMOEDO MoON

Inst. de Cardiologia y Cirugia Cardiovascular

Recibido: 27 de diciembre de 1977

ABSTRACT. There are 150 industrial processes in Cuba related to lead.
Moreover, recent worldwide papers on the subject report increasing
concentrations of lead in the atmosphere, which convert lead com-
pounds into enviromental pollutants. Tn' thispaper the action of lead
nitrate on pregnant rats is analyzed. From each mother, the following
data were registered: implantation sites, living embrvos, dead em-
bryos, and reabsorptions. The embryos were macroscopically described.
The statistical analysis ol data evidenced significant differences be-
tween control and treatment groups, which show the teralogenicity
and embryoioxicity of the compound used; the treated animals had
a high proportion of reabsorptions and embryos with various mal-
formations. The laterations observed are attributable to lead transfer
across placenta, as the mothers did not show severe intoxication and
embryos are highly susceptible.

RESUMEN. En Cuba existen 150 procesos Industriales vinculados con
el plomo. Ademds, en los dltimos afios se¢ revelan mundialmenie con-
centraciones crecientes de plomo en atmosfera, que convierten a los
compuestos plomados en contaminantes ambientales. En este trabajo
se analiza la accién del nitrato de plomo administrado en ratas ges-
tantes. De cada madre se recogieron los siguientes datos: sitios de’
implantacién, embriones vivos, embriones muertos y reabsorciones.
Se describieron macroscépicamente los embriones. Bl procesamiento
estadistico de los datos arrojd diferencias significativas entre los grupos
tratados y el control, que muestran la teratogenia y Ia embriotoxicidad
del compuesto utilizado: los animales tratados presentaron una alta
proporcion de reabsorciones y embriofies con diversas malformacio-
nes. Las alteraciones observadas se atribuyen al paso del plomo a
través de la placenta, ya que las madres no manifestaron estados de
intoxicacidn severos y que los embriones presentan alta susceptibilidad.

INTRODUCCION

La importancia del plomo como contaminante industrial y ambiental
atrae la atencién por la incidencia que pudiera tener en nuestro pais,
donde hay 150 procesos industriales vinculados con este metal.
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La mayoria de las investigaciones relacionadas con este problema se re-
fieren a los efectos directos del plomo sobre el organismo (por ejemplo,
el conocido saturnismo), y relativamente pocos estudios tratan sobre los
posibles efectos teratogénicos.

Incluso a niveles subtéxicos para la madre, las observaciones clinicas
de mujeres en contacto con el plomo muestran desarreglos menstruales,
abortos frecuentes, muerte intrauterina v nacidos vivos con anormalida-
des (Panova, 1972).

En los estudios que se han hecho con animales, se ha reportado que en
el hamster, el plomo produce malformaciones esqueléticas (Ferm y Car-
penter, 1967); en ganado vacuno, bovino y en conejos no se ha observado
respuesta teratoldgica (Shupe v cols., 1967; James v cols., 1966; Jessup,
1967), sin embargo en ratas y ratones hay diversidad de resultados. El
proposito de esta investigacion es evaluar el potencial teratogénico del
plomo en un modelo animal, utilizando ratas de una linea genéticamente
estable.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon ratas Wistar. Se aparearon machos fértiles con hembras
virgenes y al dia siguiente se practicé el smear vaginal para determinar
si hubo c6pula. En casos positivos se designé el dia del smear como
primer dia de prefiez. Se separaron las hembras prefiadas en jaulas indi-
viduales manteniéndoseles con agua v comida ad libitum.

Se hicieron tres grupos experimentales:
12 llamado (dia 8). Se le suministro el plomo al octavo dia de prefez.

2° (dia 9). Se le suministré el plomo al noveno dia de prefiez.

32 (control). Se le suministré agua destilada al noveno dia de prefiez.

Forma de administracidn del plomo. Se irabajé con nitrato de plomo
—(NOQs): Pb — al 1% en solucién acuosa y preparado en el dia. La dosis
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de 5 ml por kg de peso. Se utilizé la via intravenosa, a través de la vena
safena y bajo ligera anestesia con éter.

A los 16 dias de prefiez se llevo a cabo la extraccién de los embriones
mediante una cesarea simple, anestesiando con 45 mg/kg de pentobar-
bital sddico.

De cada madre se registré el nimero de sitios de implantacién, de em-

briones vivos, de embriones muertos v de reabsorciones. Se estudio ma-
croscopicamente cada embrion.

Método estadistico para el procesamiento de los datos.

El ntimero de sitios de implantacién se comparo con la prueba no para-
métrica de Kruskall-Wallis.

Las proporciones se compararon mediante el estadistico X

RESULTADOS

Al no encontrarse diferencia significativa entre los nimeros de sitios de
implantacién de los tres grupos, se puede relacionar el nimero de em-
briones vivos, de embriones muertos y de reabsorciones, con el numero
de sitios de implantacién en cada caso, para efectuar las comparaciones.

La siguiente tabla contiene las proporciones que se analizan a continua-
¢idn en el texto:

Comportamiento de los pardmetros reproductivos:

Proporcién . Control (%) Dia 8 (%) Dia 9 (%)
EV/ST 96.15 57.37 20.15
R/SI 3.84 38.52 70.10
EM/SI 0.00 4.09 6.97

Significado de las abreviaturas: SI: sitios de implantaciéon, EV: embrio-
nes vivos, EM: embriones muertos, R: reabsorciones
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En las dos primeras proporciones las diferencias son significativas
(p < 0.01), tanto al comparar los tres grupos simultineamente, como
cuando se comparan dos a dos. La tercera proporciéon no presenta dife-
rencia significativa.

En general se observa una intensificacién del efecto del plomo aplicacion
al noveno dia de prefiez, con respecto al octavo dia.

Estas proporciones muestran la embriotoxicidad del plomo, que deja
solo la quinta parte de los embriones vivos en el grupo Dia 9, y aproxi-
madamente la mitad en el grupo Dia 8.

Entre los pocos embriones que quedaron vivos en el grupo Dia 9, un
61.53%% de ellos presenté al menos una malformacidén macroscépica-
mente visible; esta proporciéon (EV malformado/EV) en el grupo Dia 8
fue de un 22.087%, existiendo diferencia significativa entre ambos grupos.

El resto de los embriones vivos no malformados pertenecientes a ma-
dres tratadas presentaron atraso en el desarrollo, sin otras deformacio-
nes detectables en el examen macroscopico. Teniendo en cuenta que
todos los embriones muertos estaban malformados, y que los restantes
sitios de implantacién eran reabsorciones, resulia que hay un 100% de
afectacidn en los embriones de los grupos tratados.

Los controles no presentaron ningdn embrién muerto ni malformado,
y el namero de reabsorciones, ademas de pequeiio, fue significativamen-
te diferente con respecto a los grupos “Dia 87 y “Dia 9"

Descripeidon macroscdpica de los embriones.

Se encontrd que al igual que los teratogenos en general, el plomo no
produce un solo tipo de malformacion, sino que por el contrario se ma-
nifiesta de diversos modos que van desde la deformidad total hasta
¢l simple atraso en el desarrollo,

De las madres tratadas hubo 17 embriones (10 del Dia 9 v 7 del Dia 8)
con malformaciones multiples, presentando por ejemplo ectopia visce-
ral, gran acortamiento del térax o abdomen, ademas de focomelia, sire-
nomelia, alteraciones de la cola, pequefo tamafo corporal, etc. En ge-
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neral los cuerpos estaban severamente deformados, y las afectaciones
se presentaron combinadas. Siete de estos embriones estaban muertos
el dia de la cesarea. (Figs. 1-8).

i

Fig. 1. A: Control; B: Tratado Dia 9. Unico sobreviviente de su camada. Cuerpo
deforme, focomelia posterior, v hundimiento craneal.

Otros 28 embriones (16 del Dia 9 v 12 del Dia 8) presentaron la sireno-
malia severa, moderada o leve, acompafiada por cola normal, corta
o ausente. Estos tipos de afectaciones fueron los mas frecuentes. (Figs.
9-11).

Es necesario hacer notar la susceptibilidad diferencial encontrada en
este trabajo, va que dentro de un mismo grupo experimental, se encon-
traron muchas variantes; unas madres tenian en la camada embriones
vivos malformados levemente, otros embriones estaban més severamen-
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te alterados, o incluso muertos y algunas reabsorciones; otras madres
tenian la camada casi totalmente reabsorbida o por ¢l contrario, todos
los embriones con atrasc en el desarrollo. (Fig. 12).

Fig. 2. Tratado Dia 9. Mucrto, severamente malformado. En su camada habia
diversos tipos de anomalias.

En los animales que presentaron atraso en el desarrollo, este se eviden-
cié por ejemplo, en el pequeiio tamafo corporal v en la no delimitacion
de las falanges (Fig. 13).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La igualdad de los sitios de implantacion en los tres grupos, compro-
bada estadisiicamente, se puede explicar debido a que en las ratas la
implantacién del embridén ocurre del quinto al sexto dia de prefiez, en
tanto que las invecciones se efectuaron al octavo o el noveno dia, o sea,
con posterioridad a este evento. Precisamente se escogieron estos dias
por pertenecer al periodo de organogénesis intensa.
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Fig. 3. Tratados Dia 9. Apéndice posterior tnico y ectopia visceral. Falanges no
delimitadas.

Fig. 4. A: Control; B, C y D: Tratados Dia 9. B. Sirenomelia leve v cola normal,
unico vivo, C. v D. Muertos v totalmenie deformes.
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Fig. 5 Fig. 6
Fig. 5. Tratado Dia 8. Muerto, deformidades severas Ectopia visceral, pala anterior
derecha atrofiada, sirenomelia severa ¥ cola corta.

Fig. 6. Tratado Dia 8. Muerto. Pertenece a la misma camada que ¢l embrion de
la Fig. 5. Muy deformado, las cuairo extremidades estan focomélicas.

Se decidio diferenciar los embriones muertos de las reabsorciones para
hacer notar aquellos casos en que después de iniciada o incluso avan-
sada la organogénesis, el agente actila primero malformado y después
llega a hacerse incompatible, con la vida, Es por eso que no interesa
en la interpretacién de los resultados, la igualdad estadistica entre la
proporcion EM/SI, pues el efecto embriotéxico total, que incluye a los
embriones muertos mas las reabsorciones, o sea, la proporcién inversa
a BV/SI, si defiere significativamente.
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Fig. 7. A: Control; B: Tratado Dia 9. Mucrloe, los restanies sitios de implantacidn
fueron rezbsorciones. Véase la atrofia de-la cola y extremidades posteriores, asi
como la no delimitacién de las falanges en las exiremidades anteriores.

Fig. 8. Tratado Dia 8. Vivo, carente de patas y cola. Extremidades anteriores sin
falanges delimitadas. En su camada habia distintas afectaciones.



124 R. M. CORO ANTICH Y M. AMOEDO MON

Fig. 9. A, B v C: Tratados Dia &, pertenecen a la misma camada. A: Afcctado sélo
en atraso en el desarrollo. B: Sirenomelia leve y cola normal. C: Sirenomelia
severa v cola normal.

Fig. 10. A: Control; B: Tratado Dia 9. Sirenomelia severa y cola ausente. En su
camada habia varios tipos de sirenomelia.
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Fig. 11. Es el embrién C de la foto anterior, a mayor aumento. .

Fig. 12. Susceptibilidad diferencial intra-camada. A: Control; B, C, D vy E: Tra-

iados Dia 9. B: Sirenomelia leve v cola normal, tinico vivo de 13 sitios de im-

planiacién; C: Apéndice posterior tinico ladeado; D y E: Apéndice posterior tnico
y ectopia visceral,
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Tig. 13. A: Control; B: Tratado Dia 2. Macroscopicamente sélo presenta atraso en
el desarrollo. Nétese el pequefio tamaiio corporal, asi como que las extremidades
s¢ presentan cortas v las falanges no cstan delimitadas.

En el caso de la proporcién R/SI, los resultados obtenidos en este tra-
bajo no concuerdan con los de otra investigacion realizada en condicio-
nes semejantes (McClain y Becker, 1975). Estos autores obtienen para
el octavo dia un 15% de reabsorciones (sobre 97 SI), v aqui se obtuvo
un 38.52% (sobre 122 SI). Para el noveno dia la diferencia es aan mayor,
va que ellos reflejan un 20% de R/SI (sobre 133 SI) y en este estudio
se encontré un 70.10% (sobre 129 SI). Se pudiera pensar que estas di-
ferencias se deban a las distintas lineas de ratas utilizadas (Sprague-
Dowley y Wistar), pues se conoce que las variaciones genéticas pueden
alterar las respuestas a compuestos extrafios por afectacién de su absor-
¢ién, enlace, distribucién, bio-transformacién, etc. Nebert v Felton, 1976).

Las madres pertenecientes a grupos tratados no manifestaron estados
de intoxicacion severos, como es el caso cuando se trabaja con com-
puestos organoplomados (McClainn y Becker, 1972). Al no haber gran
depauperio materno, y contando conque los embriones son mas suscep-
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tibles al plomo que los adultos (Hubermont y cols., 1976), se atribuyen
las alteraciones observadas al agente utilizado, pues se conoce Com se-
guridad que el plomo atraviesa la barrera placentaria, ( Gershanik, 1974),
y con mayor facilidad cuando estd acompafiado de un anién inorganico
(McClain y Becker, 1975).

Se descarta la posibilidad de que el anién nitrato sea el responsable de
los efectos observados, pues existen reportes en la literatura que reve-
lan la toxicidad del plomo en sales de cloro, en acetatos, etc., hecho. con-
trastante con la inocuidad del cloruro de sodio. etc. (Christensen, 1975;
Fischer, 1975).

Con respecto a Jas malformaciones observadas, se comprendera que la
diversidad hace dificil suponer un mecanismo de accién tinico. No obs-
tante hay algunos rasgos bastante comunes en los embriones alterados,
como son las afectaciones hacia la parte posterior del cuerpo. Tratando
de explicar esta cuestion se sefiala que aproximadamente hacia el nove-
no dia de prefiez en las ratas, el mesodermo axial posterior esta en pleno
proceso de diferenciacion y desarrollo (McClain y Becker, 1975); es a par-
tir de ese mesodermo que surgen mas tarde o mas temprano las estruc-
turas que se ven alectadas en la parte posterior del cuerpo.

Ademas, se ha sugerido que durante la organogénesis temprana, el plo-
mo, dada su gran afinidad por los grupos sulfhidrilo, pudiera interferir
en algin evento enzimatico no precisado aun, ¥ que esto trajera como
consecuencia los desarreglos posteriores (Ferm y Ferm, 1971).

La susceptibilidad diferencial encontrada en este trabajo coincide con
las opiniones expresadas por otros investigadores (Zielhius, 1975 }, sobre
lo dificil que resulta establecer una relacion dosis-respuesta en el caso
de los compuestos plomados.

Por la importancia del tema, y debido a las variaciones que hay entre
algunos resultados encontrados en este trabajo y los de otros autores,
se concluye que en lo adelante serd necesario ahondar en las investi-
gaciones que contribuyan a esclarecer los efectos del plomo sobre el
embrién, y los mecanismos de accién correspondientes.
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