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ABSTRACY. Rat embryos {10 day old) were exposed in vitro to Mazineb
{a zinc furfunil dithiocarbamate purposed to use as a pesticide) at con-
centrations from §,1 to 100 pg/mL. After 24 h exposure, the embryos
showed a concentration-dependent decreass in growth and development
parameters {crown-rump lenght and number of somites) and did not
show embrionic malformations fina any of the concentration assayed.
These results are in agreement with the findings in pregnant rats and cofi-
firmn that the Whole Embryo System Culture adequantily reproduces in
vivo results.

RESUMEN. Embriones de 10 d fueron explantados y expuestos a con-
centraciones desde 0,1 hasta 105 pg/mI. de Mazineb, un furfurit ditiocar-
bamato de zine propuesto como pesticida. Después de una exposicion
de 24 1 jos embriones mostraror un decremento en los pardmetros de
crecimiento y desarrolio {fongitud créneo-caudai v nimero de somitas
dependiente de la concentracidn. No se observaron efectos teratogéni-
cOs con tinguna de {2 concentraciones ensayadas. Estos resultados estdn
de acuerdo con los obtenidos en ratas prefiadas y reafirman cl criterio de
que ¢l Sistema de Cultivo de Embriones ¢s capaz de reproducir ade-
cuadamente los resuitados in vivo.

INTRODUCCION

Las caracteristicas toxicolégicas de los pesticidas organofos-
forados han ariginado restricciones en su uso par o que se ha im-
puesto la necesidad de desarmollar ofros tipos de cornpuestos con
propiedades insecticidas, fungitidas, herbicidas, steétera,’

En 1975, Macias y col.? gintetizaron of Mazineb, un furturil ditio-
carbarmate de zine que demostrd propisdades fungicidas en la
prusba de campo y bajos niveies de toxicidad en estudios agudos
on animales.®

La investigacidn de ias propiedades toxicolégicas del Mazineb
ha continuado profundizéndose, En 1985, Friman y col,* estudiaron
ol potencial teratogénico de este preparado en ratas prediadas, y en-
centraron que la dosis de 300 mg/kg de peso es tdxica para las
madres y produce disminucidn de la taila y el peso de loe fetos, sin
evidenciar malformaciones.

Un anélogo comercial, el Zineb, tiene sfectos teratogénicos al
administrario en dosis toxicas a la rata,®

En esta investigacién se emples el Sistema de Cultivo de Em-
bricnes® que permite conocer el sfecto dirscto del Mazineb en con-
centraciones precisas, sin interferencias con el organisme materno.
£ astudio se lleva a cabo en estadios criticos de 1a organogénesis,
cuando I sensibilidad a agentes leratogénicos es muy alta.

MATERIALES Y METODOS

Animales. Se utilizaron ratas Wistar del bioteric del Centro-
Macional de Investigaciones Cientificas, de 3 meses y con un peso
entre 200 y 250 g, 1as cuales tuvieron libre acceso al alimento y al
agua.

Se aparearcn dos hembras nuliparas con cada mache durante
toda !a noche. A la mafana siguiente sa verificd la copula parla
presencia de espermatozoides en el exudado vaginal. Este dia se
considerd como dia cerc de la gestacion.
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Condiciones de cuitivo. Los smbrionas fusron explantados alos
10 d de ia prefiez, segun la téonica de New. La remocidn del
atero, decidua, saco vitelino parietal y membrana de Reichert se
flevd a cabo dejando intactos sl saco vitelino visceral, ol cone #C.
1oplacertario y el amniog,

Como medic de cultivo se utilizé suerc de rata obtenido de
sangre inmediataments centrifugada & 3 D00 r/min durante 5 min e
inactivago por calor a 56 °C durante 30 min .

Se depositaron de 3 & 5 embriones 8n cads frasco con 5 ml de
SUBrO.

La fase gaseosa para las primeras 20 h de cultivo fue;
Oo:COzN2 (20:5:75). Las dHimas 4 h se cambié a On:COuN,
{#0:5:55) por el aumento de la necesidad da O en los embriones.

Los frascos se mantuvieron a 37 °C en rotacién continuamente
a 30 r/min durante 24 h .

Mazineb. El producto fue sintetizado por Macfas y col. en ol
laboratoric de Sintesis del CENIC. La pureza delerminada por RMN
8¢ tue mayor del 99 %,

El compuesto fue administrade al comienzo del cultive en con-
centraciones desde 0,1 hasta 100 pg/ml. Debido asu insolubilidad
an agua se suspendib en gelatina al 2 %.

Pardmetros medidos. Después de 24 h de cultivo, se revisaron
iog embriones en un 8sterecMICrOsCOPI0, Se registraron la viabili-
dad y los indices de crecimiento y desarrolic {longitud créneo-
caudal nurnero de somitas) y malformaciones morfoldgicas,

Se consideraron viables a aqueiles embriones que tenfan cir-
culacibn activa an 8] saco vitelino y latidos del cofazén; sic an éstos
se registraron los parémetros de desarrolic.

Estadistica. Para evatuar Ja signiticacién de las diferencias entre
Jos grupos experimentales, se uso el test ¢ de Student.



RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla | muestra ia respuesta de los embriones de ratas ex-
pugstos in vitro al Mazineb.

TABLA |
Efectos del Mazineb sobre embricnes de rata en cultive

TratamientoEmbriones Viabilidad Longitud Somitas
explantados cranec-caudal
( g/mL) (%) (mm)

control 32 100 37 =021 251 105

100 5 ] - -
50 13 ] - . - .
30 19 42 23 20,17 132 14,80‘
20 15 100 34 029 241 20,9
15 i3 100 36 =026 248 *122
10 12 100 36 037 255 =09
5 10 100 38 =017 25,6 080
13 100 38 028 255 =084
01 9 100 37 2035 B8 +090

“Estadisticamente diferente del control (p < 0,05)

El nimerc de embriones vivos a partir de la concentracién de
30 pg/mL fue significativamente reducido {Fig. 1). La morfologia
embrionaria fue comparable a ia de los controles, no cbservindose
malformaciones ni en las mayores concentracionss evaluadas.

Fig. 1a

Fig. 1b
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Fig. 1d

Fig. 1. Embriones de rata de 10 d después de 24 h en cultivo,
(a) control; {b} 15 mg/mL; {c} 30 mg/mL; (d) 5¢ m g/mL . Enlas
figuras ¢ y d los embriones se encuentran en el interior de sus
membranas

ta longitud craneo-caudai y el nimero de somitas mostraron un
decramento dependiente de la concentracién del producto en el
medio de cultivo. Estos pardmetros de crecimiento y desarrollo se
afectaron significativamente (p < 0,05) en las concentraciones de
20y 30 pg/ml .

Estos resultados i vitro coinciden con los hallazgos del estudio
in vivo de este misme producto en el cual tampoco se detectaron
malfarmaciones pero si un efecto embriotéxico manifestado en la
disminucin de la talla y ef peso fetales después del tratamianto a
{as ratas prefiadas.* Esta similitud en los resultados es un elemen-
to mas a favor del criterio de que et Sisterna de Cultivo de Embriones
as capaz de reproduci 10 resuitados in vivo.%?

El Sistema de Cultivo de Embriones esti siendo amplia. vente
utilizado en el estudic de mecanismos teratogénicos'® | se en-
cuentra en una fase de estandarizacién y validecidn para su a_lica-
¢i6n en la evaluacidn teratogénica a corlo plazo,” 1419

La expaosicidn directa de embriones de rata en cultivo a pes-
ticidas, podria contribuir a la explicacitn de los resultados contradic-
torios encontrados al empilear diferentes vias de su:imiﬂia>.trav.t‘:ic‘:n,"a
ya que este modslo permita controlar los efectos maternos sobre
los productos que se estin experimentando.

En lag evaluaciones teratogénicas de pesticidas se usan fre-
cuenternente embriones de aves y reptiles’” que estén expuestos



naturalments & estas susiancias quimicas. El emplec de este Sis-
tema de Cultivo de Embriones permitirk comparar ta respuesta de
estas especies con los multados de Ia expoaicrén directa de em-
briones de roedores, . ) .
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