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El objetivo de la investigacion fue determinar el efecto de la exposicion prenatal al paraquat (PQ) sobre la formacion
craneofacial y corporal en ratas BIOU: Wistar. Metodologia: estudio experimental, con cincuenta ratas gestantes,
distribuidas en cinco grupos: PQ1 y PQ2, recibieron respectivamente 2 y 3 mg/kg de PQ via subcutanea (SC); vitamina
A (control positivo): tratado con 100.000 U.I. de vitamina A via intragastrica (IG) y grupos controles (agua destilada,
via SCy via IG). Los tratamientos fueron administrados desde el 6° al 15° dia de gestacion. Se compard el peso materno
los dias 6, 14 y 21. Este ultimo dia se practicé laparotomia y determind el nimero de implantaciones, reabsorciones,
fetos vivos, muertos, peso y talla fetal, y la presencia de alteraciones crancofaciales y corporales. Resultados: no hubo
diferencia significativa en la ganancia de peso materno entre los grupos. En los grupos PQ 2mg/Kg y vitamina A se
registro, respectivamente, el mayor nimero de fetos muertos y reabsorciones. El peso y talla de los fetos del grupo
vitamina A fue inferior (p<0,05) al resto. El grupo PQ 2mg/kg presentdé mayor cantidad de malformaciones corporales.
En el grupo vitamina A se observd macroglosia, hendidura labial y edema generalizado. Conclusion: se demostro la
presencia de malformaciones corporales en fetos expuestos durante el periodo prenatal al PQ, evidenciando un efecto
teratogeno, no dependiente de la dosis, en la linea de ratas BIOU: Wistar. Se recomienda aumentar el nimero de ratas

gestadas, para evaluar estos resultados en futuras investigaciones.
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ABSTRACT

The aim of the research was to determine the effect of prenatal exposure to the paraquat (PQ) on craniofacial
and body conformation in BIOU rats: Wistar. Methodology: fifty pregnant rats were distributed in five groups:
PQ1 and PQ2, respectively received 2 and 3 mg / kg of PQ via subcutaneous (s.c); vitamin A (positive
control): treated with 100,000 IU of vitamin A intragastric route (i.g) and control groups (distilled water, s.c
route and i.g route). The treatments were administered from 6th to the 15th day of gestation. On days 6, 14
and 21 the maternal weight was compared. On the last day, a laparotomy was performed and the number of
implantations, reabsorptions, live and dead fetuses, fetal weight and height, and the presence of craniofacial
and body alterations were determined. Results: there was no significant difference in maternal weight gain
between the groups. In the PQ 2mg / Kg and vitamin A groups, the highest number of dead fetuses and
reabsorptions were respectively registered. The fetuses weight and height in the vitamin A group was lower (p
<0.05) than the rest. The PQ 2 mg / kg group presented a greater number of body malformations. In vitamin
A group macroglossia, cleft lip and generalized edema were observed. Conclusion: The presence of body
malformations was demonstrated in fetuses exposed during the prenatal period to PQ, showing a teratogenic
effect, not dependent on the dose, in the BIOU: Wistar line of rats. It is recommended to increase the number
of pregnant rats, to evaluate these results in future research.

Keywords: teratogenicity, paraquat, vitamin A, BIOU: WISTAR rats, craniofacial and body malformations.

INTRODUCCION

En el proceso de reproduccion bioldgica intervienen diversos mecanismos, cuya alteracion puede estar
determinada por la exposicion preconcepcional o prenatal a sustancias quimicas como solventes, metales
pesados y los plaguicidas, utilizados para eliminar insectos y hongos que afectan a las plantaciones agricolas
(Asghar et al., 2016). La amplia gama de efectos incluye alteraciones hormonales y de los procesos
de gametogénesis e implantacion uterina del 6vulo fecundado, asi como interferencias con el proceso de
crecimiento y desarrollo del embrion o del feto (Garcia, 1998). La capacidad teratdogena de los plaguicidas
constituye un area de especial interés por sus graves consecuencias para la vida y la salud de la descendencia
humana. Sin embargo, aun cuando se han descrito efectos negativos de muchos de estos compuestos sobre la

reproduccion, en varios estudios no se ha demostrado la relacion causa-efecto (Chiang et al., 2017).

El paraquat (PQ) o Dicloruro de 1,1-Dimetil-4,4bipiridilo es un plaguicida ampliamente utilizado en las zonas
agricolas, interfiere con la fotosintesis y dafia las proteinas de la membrana vegetal mediante la produccion de
radicales libres de oxigeno. En los seres humanos, la ingestion accidental de PQ puede provocar alteraciones
agudas en el pulmon, rifion, higado y corazén (Ait-Bali et al., 2016). En el pulmoén, el paraquat produce
efectos toxicos severos, inicialmente afecta el epitelio alveolar causando alveolitis aguda y en ocasiones
edema pulmonar; posteriormente ocurre fibrosis pulmonar debido a que el espacio alveolar es ocupado por
fibroblastos (Handrawan et al., 2020).

En areas agricolas, tanto hombres como mujeres y nifios pueden estar expuestos al PQ por diferentes
circunstancias y vias. Ademas de la ingestion accidental, el PQ ingresa al organismo por via inhalatoria y
a través de la piel, aunque en baja proporcion. En agricultores la exposicion dérmica es la mas importante,

puesto que el PQ aumenta la permeabilidad de la piel y facilita su propia absorcion (Sun et al., 2021). Debido
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a su pequefio tamafio, bajo peso molecular y escasa afinidad por las proteinas plasmaticas, el PQ se distribuye

ampliamente en el organismo atravesando la barrera hematoencefalica (Ait-Bali et al., 2016; Li et al., 2016)

y la placenta (Chen et al., 2020).

Las evaluaciones regulatorias generalmente concluyen que el PQ no causa efectos adversos reproductivos
ni teratogénicos (Watts, 2011); sin embargo, los resultados de algunos estudios preclinicos sugieren que este
herbicida produce alteraciones en el desarrollo prenatal de anfibios y mamiferos. Al respecto, Osano et al.
(2002) reportaron que el PQ a concentraciones de 0,1-5 mg/L aumenta la mortalidad, reduce el crecimiento y
produce malformaciones, principalmente flexiones de la notocorda, en embriones de ranas del género Xenopus
laevis. Asimismo, Vismara et al. (2006) expusieron embriones de ranas del género Xenopus a PQ y peréxido
de hidrégeno, ambos compuestos indujeron principalmente la flexion anormal de la cola, y el PQ caus6 mayor

efecto embriotoxico.

Con el objetivo de investigar el efecto toxico del PQ durante el desarrollo Ait-Bali et al. (2016) administraron
en ratones Swiss 10 y 20 mg/kg del compuesto desde el dia 1 al 6to del apareo y desde el dia 6 al 20 del periodo
de gestacion. El PQ previno completamente la gestacion en los ratones expuestos durante el apareo, mientras
que en las crias de los animales que recibieron el PQ desde el dia 6 al 20 de gestacion hubo retraso general de
los reflejos innatos y un déficit en el desarrollo motor. Recientemente, Aksu et al. (2021) confirmaron que el

PQ evita la implantacion en ratones.

El efecto de la exposicion prenatal al PQ sobre el desarrollo del sistema nervioso central también ha sido
investigado; con este propdsito Miranda-Contreras et al. (2005) administraron PQ (10 mg/kg) por via
intraperitoneal a ratones NMRI entre los dias 12 y 20 del periodo de gestacion y hallaron disminucioén
significativa en los niveles postnatales de glutamato y aspartato en la corteza cerebelar, asi como hiperactividad
en las crias el dia 14 y disminucién de la actividad motora el dia 30. En un estudio similar, se demostré que
la exposicion prenatal de ratones NMRI al PQ (10 mg/kg), entre los dias 12 y 20 de la gestacion, altera los
niveles basales de los neurotransmisores aminoacidicos durante el desarrollo postnatal de la corteza parietal,
con predominio de la neurotrasmision excitatoria sobre la inhibitoria (Benitez-Diaz y Miranda-Contreras,
2009).

Igualmente, en una investigacion realizada en ratas de laboratorio de la linea Sprague Dawley, Li et al. (2016)
evidenciaron efecto neurotoxico en las crias de ratas expuestas a la combinacion del PQ y mane (fungicida
utilizado en la agricultura), desde el dia 6to de gestacion hasta la ablactacion; las pruebas conductuales
mostraron un aumento de la latencia de reaccion y errores de comportamiento en las crias. Previamente, en
esta misma linea de ratas Choi et al. (2002) hallaron que la administracién materna de PQ (9 mg/kg) por via
intragéstrica, del dia 6 al 14 del periodo de gestacion, retrasé el crecimiento fetal con reduccion significativa

en la longitud de la glandula pildrica y su fosa.

Adicionalmente, Almeidaetal. (2017) demostraron el efecto protector de la melatonina contra los efectos toxicos

maternos y embrionarios ocasionados por la administracion intragéstrica de 50 mg/kg de PQ, desde el primero
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al séptimo dia del periodo de gestacion en ratas Wistar, en las que este herbicida disminuy06 significativamente

la ganancia de peso corporal materno, el nimero de cuerpos luteos y el numero de implantaciones.

Si bien, los estudios anteriores evidencian efectos adversos debidos a la exposicion prenatal al PQ, en
diferentes especies animales, los resultados de otras investigaciones son contradictorios. En este sentido,
Bus et al. (1975) reportaron que el PQ no produjo efectos teratogénos significativos administrados por via
intraperitoneal en ratones Swiss-Webster, a las dosis de 1,67 y 3.35 mg/kg y por via oral (20 mg/kg) desde
el dia 8 al 16 de la gestacion. Asimismo, Selypes et al. (1980) no hallaron diferencia en la mortalidad fetal
y malformaciones esqueléticas, entre los ratones de la linea CFLP del grupo control y los expuestos a la

administracion intraperitoneal de PQ (8 mg/kg) el dia 9 de la gestacion.

En ratas Sprague Dawley expuestas a dosis de PQ de 1 y 4 mg/kg durante la etapa inicial, media o final del
periodo de gestacion, no se observaron alteraciones morfoldgicas ni aumento en la mortalidad materna y fetal,
aunque ambas dosis del herbicida disminuyeron el peso de los fetos. (Prahlad y Harris, 1984). Asimismo, Li et
al. (2016) no hallaron efecto adverso del PQ sobre el peso materno y fetal en ratas Sprague Dawley expuestas

a la combinacion PQ-maneb desde el dia 6 al 21 de la gestacion, aunque hubo evidencia de neurotoxicidad.

Aun cuando las malformaciones craneofaciales, como las hendiduras labiales y palatinas, son anomalias
congénitas comunes (Sorolla, 2010) y han sido asociadas con la exposicion prenatal a pesticidas (Spinder et al.,
2017), no se hallaron reportes de estudios en los que se haya investigado la asociacion entre la administracion

prenatal al PQ y la aparicion de estas anomalias en modelos animales.

La contradiccidon que existe con relacion a los efectos adversos ocasionados por la exposicion prenatal al
PQ, y la aplicacion de los principios éticos de la investigacion en humanos, plantea la necesidad de ampliar
la investigacion sobre este tema en animales de experimentacion. La rata es el animal de laboratorio mas
empleado para estudiar la toxicidad reproductiva de los plaguicidas, ya que representa las vias bioldgicas de
los mamiferos y ha conservado las caracteristicas moleculares, celulares y funcionales de esa especie (Ulbrich,
2013). En consecuencia, el objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto de la exposicion prenatal al

PQ sobre la formacion de estructuras craneofaciales y corporales en ratas BIOU: Wistar.

METODOLOGIA

Se realiz6 una investigacion con enfoque cuantitativo, de disefio experimental de laboratorio, prospectivo.
Muestra

La muestra estuvo constituida por setenta ratas adultas de la linea BIOU:Wistar, 50 hembras, con un peso
inicial comprendido entre 170 y 200 g, y 20 machos con peso comprendido entre 250 a 300 g, provenientes
del Bioterio de la Universidad de Los Andes (BIOULA), Mérida, Venezuela. Los animales se mantuvieron en
condiciones convencionales, teniendo libre acceso al agua y al alimento, con ciclos de luz y oscuridad de 12

horas cada uno, a temperatura ambiental y en condiciones higiénicas adecuadas.
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Tratamientos

PQ: Gramoxone® N.F. (200 g/L), preparado en solucion con agua destilada en concentracion de 5 mg/mL.

Vitamina A: capsulas blandas de 50.000 U.I. Laboratorio Colmed International, S.A. — Venezuela. Se extrajo

y administré el contenido de dos capsulas, sin utilizar vehiculo debido a que no se ameritaba.

Agua destilada: se utilizd como vehicul6 de la solucion de PQ y como tratamiento de los grupos control.
Procedimiento de la investigacion

Obtencion de las ratas gestantes

Después de una semana de adaptacion a las condiciones del drea de experimentacion del BIOULA, las ratas
hembras fueron examinadas mediante frotis vaginal para determinar la fase del ciclo estral. Los ejemplares en

fase de proestro o de estro, fueron apareadas con machos adultos, en proporcion 1:1.

Veinticuatro horas después se examino el orificio vaginal de las ratas para detectar clinicamente la presencia
del tapén mucoso vaginal o en su defecto la presencia de espermatozoides en el conducto vaginal de la rata,
mediante la examinacion microscopica de una muestra del fluido vaginal obtenido al introducir unas gotas de
solucidn salina en la entrada del conducto vaginal y succionar con la micropipeta suavemente y de manera

muy superficial.

Las ratas que presentaron tapon mucoso vaginal o espermatozoides en el frotis vaginal fueron consideradas
gestantes, separadas y alojadas en jaulas individuales de policarbonato, registrando el dia de observacion

como el dia cero de gestacion.
Grupos de estudio

Seis dias después de observado el tapon mucoso vaginal o los espermatozoides en el frotis vaginal, las ratas
fueron distribuidas aleatoriamente en cinco grupos de estudio, conformados cada uno por 10 ejemplares,

asignados a los siguientes tratamientos:

Grupo control 1: 0,60 mL de agua, via subcutanea

Grupo control 2: 0,60 mL de agua, via intragastrica

Grupo vitamina A (grupo control positivo): 100.000 U.I, via intragastrica
Grupo PQ1: 2 mg/Kg de PQ, via subcutdnea

Grupo PQ2: 3 mg/Kg de PQ, via subcutanea

La vitamina A fue incluida como control positivo debido a que su efecto toxico sobre la formacion craneofacial

y corporal esta bien establecido, tanto en humanos como en la especie de animales utilizada en este estudio.

V2
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La dosis de vitamina A se seleccion6d con base en estudios similares realizados por otros autores (Vilela et al.,

2001).

Las dosis de PQ se seleccionaron con base en las reportadas por Prahlad y Harris (1984) quienes administraron
este herbicida en ratas Sprague Dawley gestadas, asimismo se tomd como referencia la dosis utilizada por

Malekinejad et al. (2013) para inducir fibrosis pulmonar en ratas de la misma linea utilizada en este estudio.
Adinistracion de los tratamientos

Los tratamientos fueron administrados en dosis diarias unicas, por via subcutanea (SC) o via intragastrica
(IG), mediante sonda esofagica metdlica o jeringas plasticas de 1 ml, segtin el grupo al que perteneci6 cada

animal. Las ratas fueron tratadas una vez al dia, desde el dia 6° hasta el dia 15° de gestacion.

Con el fin de determinar la evolucion (aumento o ganancia) del peso corporal e individualizar las dosis a
administrar, de acuerdo al tratamiento asignado a cada ejemplar, los animales fueron pesados diariamente
en una balanza digital (ACCULAB VI-4K. Capacidad 4000 g. Legibilidad: 1 g), desde el 6to al 21 dia de

gestacion. De igual forma, las ratas fueron observadas diariamente para verificar su estado de salud general.
Determinacion de la ganancia de peso materno

Se calculo la diferencia entre el peso corporal promedio final e inicial (dias 21° y 6° del periodo de gestacion)

con el fin de establecer la ganancia de peso materno en cada grupo de estudio.
Observacion materna y fetal

El dia 21° de gestacion se practico la eutanasia a las ratas mediante sobredosis de enflurano, USP al 100% a

camara cerrada.

Posteriormente, se les practico laparotomia con el fin de exteriorizar el utero y valorar la presencia de embarazo,
numero de implantaciones y numero de reabsorciones. A continuacidon se extrajeron los fetos mediante la
apertura longitudinal de los cuernos uterinos y se registro el nimero de fetos vivos, fetos muertos, peso y talla

fetal. Finalmente, se realizo la observacion macroscopica detallada de los fetos.

La presencia del embarazo se determin6 mediante la observacion macroscopica detallada del 6rgano sexual de
la rata, desde el cuerpo uterino hasta la bolsa ovéarica de cada cuerno uterino, con presencia de al menos una

implantacion.

El numero de implantaciones se obtuvo segun la cantidad de sacos embrionarios presentes, con o sin placenta

y con o sin feto dentro del mismo.

El nimero de reabsorciones correspondio a la cantidad de sacos embrionarios presentes en los cuernos uterinos

con ausencia del feto.

Se procedi6 a separar cada saco embrionario del cuerpo uterino para posteriormente exteriorizarlo y liberar a
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cada uno de los fetos con su placenta. Los fetos fueron limpiados con solucion fisiologica y secados con papel

absorbente.

Se registraron como fetos vivos aquellos que realizaron algin movimiento de las extremidades o de la boca; y
como muertos los fetos que no efectuaron ningtn tipo de movilidad ante estimulos o que presentaron alguna

malformacion severa.

El peso y la talla de los fetos fueron calculados de manera individual. Para determinar el peso se utilizé una
balanza analitica digital (AND HR-200 Méx: 210 g, d= 0,1 mg), los valores se expresaron en gramos (g). La
talla se establecié midiendo la longitud craneo caudal del feto mediante una regla milimetrada, el resultado
se expreso en centimetros (cm). Para determinar la talla, se tomaron dos puntos de referencia: desde el punto

cefalico mas alto hasta la porcion caudal mas prominente, en la base de la cola.

Seguidamente, a los fetos vivos se les practico eutanasia en la forma descrita para las madres, y fueron
examinados en lupa estereoscopica en aumento de 4X, con la finalidad de detectar cualquier tipo de anomalia,
en el siguiente orden: cabeza y cuello, cavidad bucal (intraoral y extraoral), region toraco-abdominal,

extremidades anteriores, extremidades posteriores y cola.
Aspectos éticos

Se siguieron las normas éticas para realizar experimentos en animales de laboratorio, establecidas en el Codigo
de Etica para la vida del Ministerio del Poder Popular para la Ciencia, Tecnologia ¢ Industrias Intermedias,
Republica Bolivariana de Venezuela (2011). El estudio fue evaluado y aprobado por el Comité de Etica del
Bioterio de la Universidad de Los Andes (CEBIOULA) seglin consta en el aval identificado con el codigo
CEBIOULA/080.

Analisis de datos

Se calcularon las medias aritméticas y errores tipicos del peso corporal de cada grupo de ratas gestantes,
correspondientes a los dias 6, 14 y 21 del periodo de gestacién. Asimismo, se calcularon estos estadisticos
descriptivos para la ganancia de peso materno durante la gestacion, en los diferentes grupos de estudio. El
analisis inferencial de estas variables se realiz6 con un nivel de confianza del 95% mediante la prueba no

paramétrica Kruskal Wallis.

Se hallaron las frecuencias absolutas del nimero de implantaciones, reabsorciones, fetos vivos y fetos muertos.
Se calcularon los estadisticos descriptivos del peso y la talla obtenidos en los grupos de fetos vivos de cada
grupo de estudio. Se aplicod el Analisis de Varianza Unifactorial (tratamiento farmacoldgico), con un nivel
de confianza del 95% y la prueba a posteriori de Scheffe, para evaluar las diferencias estadisticas entre pares
de medias. Las malformaciones craneofaciales y corporales registradas se expresan en frecuencias absolutas
y relativas. Los resultados se analizaron con los programas Microsoft Excel 2013 y SPSS para Windows,

version 22.
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RESULTADOS

De las 50 ratas apareadas y tratadas, 15 resultaron gestadas (30%). En la Tabla 1 se resume la distribucion de

las ratas hembras BIOU: Wistar incluidas en el estudio.

Tabla 1. Distribucion de las ratas hembras BIOU:Wistar en los grupos de estudio.

Ratas Agua destilada ~ Agua destilada ~ Vitamina A PQ PQ
SC 1G 100.000 U.I 2mg/ 3 mg/Kg
Kg
Apareadas 10 10 10 10 10
Gestadas 3 3 2 4 3

Evolucion del peso corporal de las ratas gestadas

En la Figura 1 se muestra el peso corporal promedio con el correspondiente error tipico, obtenido los dias 6,
14 y 21 de tratamiento en los cinco grupos de ratas gestadas. Se observa un incremento sostenido en el peso
corporal al aumentar el periodo de gestacion en todos los grupos de estudio, sin diferencia estadisticamente
significativa entre estos (prueba Kruskal Wallis, p > 0,05).

Figura 1. Evolucion del peso corporal durante el periodo de gestacion en ratas BIOU:Wistar. Prueba Kruskal
Wallis, p > 0,05.
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Ganancia de peso corporal de las ratas gestadas
Al calcular la ganancia de peso materno (Tabla 2) se obtuvo una media aritmética mayor para el grupo
que recibid agua destilada via SC (95,7 + 3,50 g), seguida del grupo agua destilada via IG (89,7 + 5,93 g),
posteriormente el PQ 2 mg/Kg con un aumento de 80,3 + 8,14 g; luego el PQ 3 mg/Kg con ganancia 74,7 + 6,36
g; y finalmente la vitamina A con una ganancia de 41,5 + 18,50 g; aunque este tltimo resultado corresponde
a un solo ejemplar del grupo, debido a que el otro fue sacrificado cinco dias antes del dia previsto, debido

a sangrado vaginal. La comparacién estadistica mediante la prueba Kruskal Wallis no evidenci6 diferencias
v
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estadisticamente significativas en la ganancia de peso materno entre los grupos de estudio (p=0,069).

Nimero de implantaciones y reabsorciones

Como se muestra en la Tabla 2, el mayor nimero de implantaciones (35) se presentd en el grupo tratado con
PQ 2 mg/Kg, mientras que en el grupo tratado con vitamina A se registrd la mayor cantidad de reabsorciones
(11). Enla Figura 2 se muestran las implantaciones y la reabsorcion fetal observada al exteriorizar el Gtero de

una de las ratas gestadas del grupo PQ 2 mg/Kg.

Figura 2. Implantaciones ( ) y reabsorcion fetal () observada en el utero de una rata del grupo PQ 2 mg/Kg.

Nuimero de fetos vivos y muertos

Los grupos PQ 3 mg/kg y su control (agua destilada, via SC) presentaron el mayor nimero de fetos vivos (26
c/u). Mientras que en el grupo PQ 2 mg/Kg se registr6é la mayor cantidad de fetos muertos (4) seguido del
grupo vitamina A, con un feto muerto (Tabla 2).

Tabla 2. Numero de implantaciones, reabsorciones, fetos vivos y fetos muertos de ratas gestadas de los dife-
rentes grupos de estudio.

Fetos vivos Fetos
Grupo Implantaciones Reabsorciones No %
(n = ratas gestadas) No % No %
Control agua destilada SC (n =3) 26 100 0 0 26 100 0 0
Control agua destilada IG (n=3) 25 100 3 12 22 88 0 0
Vitamina A (n=2) 22 100 11 50 10 45 1 5
PQ 2 mg/Kg (n=4) 35 100 7 20 24 69 4 11
PQ 3 mg/Kg (n=3) 27 100 1 4 26 96 0 o0
Total 135 100 22 16 108 80 5 4
Peso y talla fetal

En la Tabla 3 se presentan los estadisticos correspondientes al peso y talla de los fetos vivos por grupo de
estudio. Con relacion a los pesos fetales, el grupo de fetos expuestos durante el periodo prenatal al PQ 2 mg/

Kg presentd mayor promedio de peso fetal 5,88 &+ 0,79 g, mientras que el menor promedio de peso se obtuvo

Y
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en el grupo de fetos a cuyas madres se les administrd vitamina A, con una media aritmética de 2,5143,05 g.
Asimismo, en lo que respecta a la talla fetal, en el grupo PQ 2 mg/Kg el promedio de la talla fetal alcanzo el
valor mas alto 6,00 = 0,79 cmy la menor talla se obtuvo en los fetos expuestos a la vitamina A, con promedio
de 3,03 £2,24 cm.

El contraste de hipdtesis para ambas variables, peso y talla de los fetos, mediante la prueba estadistica Analisis
de Varianza (factor Unico: tratamiento farmacoldgico) a un nivel de confianza del 95%, y la prueba a posteriori
Scheffe evidencid que el peso y talla de los fetos cuyas madres recibieron vitamina A fue significativamente

inferior (p < 0,05) en comparacion con los fetos de los grupos restantes (Tabla 3).

Tabla 3. Peso y talla de los fetos vivos de ratas gestadas de los diferentes grupos de estudio

Grupo Peso (g) Talla (cm)
(n = ratas gestadas) X+ DE X+ DE
Control agua destilada SC (n =3) 4,86 £1,51 5,43 +0,16
Control agua destilada 1G (n=3) 5,56 + 0,66 5,85+0,39
Vitamina A (n=2) 2,51 +3,04* 3,03 £2,24%*
PQ 2 mg/Kg (n=4) 5,88+ 0,79 6,00 + 0,79
PQ 3 mg/Kg (n=3) 5,47 £0,48 6,00 + 0,48

Total
*ANOVA: Peso fetal (F: 14,264, p=0,000), Talla fetal (F: 25,698, p=0,000)

Scheffe: Peso fetal (p=0,000), Talla fetal (p=0,000)

Malformaciones de estructuras craneofaciales y corporales

Se observaron 43 malformaciones de estructuras craneofaciales y corporales en el presente estudio, su distri-

bucion por grupos de estudio se muestra en la Tabla 4.

En los fetos pertenecientes al grupo PQ 2 mg/kg hubo el mayor nimero de malformaciones (16; 37,2 %)
incluyendo casos de hematomas (Figura 3A) y defectos en la cola (Figura 3B). Con respecto al grupo tratado

con PQ 3 mg/Kg, se registraron 12 casos (27,9%) entre estos: ectromelia y micromelia bilateral (Figura 4).

Figura 3. Fetos de 21 dias cuya madre fue tratada con PQ 2 mg/kg durante los dias 6° al 15° de gestacion
obsérvese el hematoma en el miembro inferior (3A) y la curvatura de la cola (3B) en comparacion con los

fetos de la misma camada.

El grupo que recibi6 vitamina A también presentd 12 casos de malformaciones (27,9%), correspondientes
a cuatro casos de macroglosia y un caso de hendidura labial inferior (Figura 5A y 5B). En relacién con
alteraciones corporales, se observé micromelia bilateral en miembros superiores, cola corta y edema
generalizado acompafiado de defecto en el desarrollo y en la diferenciacion del sistema 6seo. En la Figura 6B
se observa un feto del grupo vitamina A que presenta algunas de estas malformaciones, en comparacion con

un feto del grupo control (Figura 6A), cuya madre recibi6 agua destilada via IG.
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Figura 4. Fetos de 21 dias cuya madre fue tratada con PQ 3 mg/kg durante los dias 6° al 15° de gestacion. Se
comparan dos fetos de la misma camada, el del lado derecho sin malformaciones y el de lado izquierdo con
micromelia en los miembros superiores y ectromelia en los miembros inferiores.

Figura 5. Region facial de fetos de 21 dias cuyas madres fueron tratadas durante los dias 6° al 15° de gestacion
con agua destilada via IG (5A) y con vitamina A (5B), obsérvese la hendidura labial inferior ( ) y macroglosia

() Imagenes obtenidas con lupa estereoscopica en aumento 4X.

Figura 6. Fetos de 21 dias, cuyas madres fueron tratadas durante los dias 6° al 15° de gestacion en 6A con
agua destilada via IGy en 6B con vitamina A, obsérvese en este tltimo el edema generalizado y micromelia

en los miembros superiores.
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Tabla 4. Malformaciones fetales por grupos de estudio.

Malformaciones craneofaciales Malformaciones corporales Otros Total
Grupo Hendidura Malformaciones de la Hematomas Edema
Macroglosia labial Ectromegalia Micromelia cola y dilatacion vas- No (%)
cular
_ _ _ 1 _ 1 _ 2 (4,65
Control
agua destilada SC
1 1 (2,32)
Control B - - B - B
agua destilada IG
4 1 5 _ 1 _ 1 12 (28)
Vitamina A
B _ 1 4 1 10 _ 16 (37,21)
PQ 2 mg/kg
_ _ 4 3 2 3 _ 12 (28)
PQ 3 mg/kg
49.,3) 1(2,32) 10 (23,25) 8 (18,60) 4(9,3) 15 (34,88) 1(2,32) 43 (100)

Total No (%)
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DISCUSION

El uso de plaguicidas constituye un problema de salud a nivel mundial. La cantidad y variedad disponible
de estos productos, asi como la falta de control y registro de agroquimicos favorece la exposicion de los
agricultores y comunidades circundantes a los efectos adversos que estos ocasionan (Zuiiiga et al., 2007),
incluyendo alteraciones en la implantacion embrionaria y el desarrollo embrio-fetal (Almeida et al., 2017); sin
embargo, las evidencias sobre el efecto del PQ en estos procesos fisiologicos son contradictorias. Con el fin
de evaluar el efecto de la exposicion prenatal al PQ se realizo la presente investigacion en un modelo animal

de ratas BIOU: Wistar.

El analisis de la evolucion del peso corporal de las ratas durante los dias 6, 14 y 21 del periodo de gestacion,
reveld que la ganancia de peso en los grupos tratados con PQ (2 y 3 mg/Kg) fue inferior que la obtenida en
el grupo control; aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa, debido probablemente al bajo
nimero de animales que conform¢é la muestra. En concordancia con la tendencia observada, Almeida et al.

(2021) reportaron disminucion del peso corporal de ratas Wistar hembras expuestas al herbicida.

Asimismo, en ratas machos de las lineas Wistar y Sprague Dawley expuestas al PQ se observo reduccion
significativa del peso corporal (Costa et al., 2014; Tinakoua et al., 2015). La pérdida de peso corporal
producida por el PQ ha sido atribuida a que este herbicida se acumula en el hipotalamo, el cual participa en el
control del apetito y peso corporal (Tinakoua et al., 2015). Por otra parte, se ha propuesto que se debe al estrés

oxidativo producido por el PQ en el epitelio intestinal y en el higado (Almeida et al., 2021).

En relacion con el efecto producido por la vitamina A, en este grupo se registrd la menor ganancia de peso
durante el periodo de gestacion. Resultados similares publicaron Alarcon-Corredor y Alfonso (2007), quienes al
administrar vitamina A en dosis de 30.000, 50.000 y 100.000 Ul/dia durante siete dias, observaron disminucion
de dosis dependiente de la ingesta de alimento y agua, asi como del peso corporal en ratas macho Wistar. En
contraste, Peters et al. (1986) no reportaron efecto significativo de la administraciéon de suplementos de
vitamina A, sobre el consumo de alimento y la ganancia de peso materno en ratas Sprague Dawley gestadas.
Asimismo, en el grupo de ratas tratadas con vitamina A se presentd el mayor nimero de reabsorciones fetales,
resultado que coincide con estudios previos (DiGiacomo et al., 1992; Hayes et al., 1981; Pillans et al., 1988)
y confirma su efecto teratogénico, razon por la que se incluyo este tratamiento como control positivo en la

presente investigacion.

El grupo que recibio PQ 2 mg/Kg ocupd el segundo lugar con respecto a la presencia de reabsorciones y
registro el mayor niimero de fetos muertos, lo que evidencia que a esta dosis el PQ actué como embriotdxico y
fetotoxico. Sin embargo, con la dosis de 3 mg/Kg solo se observé una reabsorcion y todos los fetos que llegaron
a término se encontraron vivos, estos resultados indican que el efecto del PQ no fue dosis dependiente. Debido
a que el mecanismo de accion del PQ involucra la reduccion del transportador de electrones NADP (Viales,
2014), es posible que la saturacion de este transportador explique la ausencia de relacion dosis efecto en esta

investigacion; no obstante, se requiere realizar otras investigaciones para confirmar esta teoria.
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La accion embriotdxica y fetotdxica observada con la administracion de 2 mg/kg de PQ coincide con reportes
previos. En este sentido, Pang et al. 2016 demostraron que el PQ alterd el desarrollo de embriones de bovinos
preimplantados, incluso a bajas dosis el herbicida tuvo impacto negativo en el desarrollo embrionario. Asimismo,
Hausburg et al. (2005) hallaron que el PQ impidi6 el desarrollo de embriones de ratones preimplantados.
Resultados similares han sido reportados en aves (Eisler, 1990), larvas de abejas de la miel Apis mellifera
(Cousin et al., 2013) y anfibios (Osano et al., 2002; Vismara et al., 2006).

En cuanto a las variables estudiadas en los fetos vivos, el peso y la talla fetal fueron significativamente menores
en el grupo tratado con vitamina A (ANOVA p=0,000), resultados similares fueron observados en ratones de
18 dias de edad (Pillans et al., 1988). Sin embargo, los promedios de peso y talla fetal obtenidos en el presente
estudio pueden no representar objetivamente el efecto de la vitamina A, debido a que una de las camadas del
grupo fue evaluada el dia 16 de gestacion, por amenaza de aborto, mientras que el resto de los fetos del estudio

se obtuvieron el dia 21.

La exposicion a 2 mg/Kg de PQ también caus6 mayor nimero de malformaciones corporales en comparacion
con el PQ 3 mg/Kg. La alteracion observada con mayor frecuencia en los fetos expuestos al PQ 2 mg/Kg
fue la presencia de dilataciones vasculares y hematomas. Otros autores han publicado efectos similares con
la administracion del PQ, tales como hemorragias de la mucosa intestinal en ratas Sprague Dawley adultas
(Jiang et al., 2013), de la mucosa ocular en perros (Nagata et al., 1992) y hemorragias pulmonares en hamster
(Kokubo et al., 1984). Asimismo, en pacientes intoxicados con paraquat se ha evidenciado la presencia de
hemorragias gastrointestinales (Tao et al., 2021) y cerebrales (Grant et al., 1980, Mukada et al., 1978). Con
base en lo planteado por Brawley et al. (2003) y Ozaki et al. (2001), estas alteraciones pueden reflejar cambios

vasculares asociados al estrés oxidativo producido por el PQ.

Diferentes reportes sefialan que las malformaciones vasculares y presencia de hematomas estan asociadas
al estrés celular durante el periodo de gestacion, lo cual ha sido evidenciado al inducir estrés mediante la
restriccion proteica en ratas de laboratorio gestadas (Brawley etal., 2003). Se ha planteado que el estrés ocasiona
alteraciones en los micronutrientes y en el metabolismo de los acidos grasos, produciendo modificaciones en la
contraccion y dilatacion de las arterias y arteriolas (Ozaki et al., 2001). También se ha propuesto la alteracion
del sistema renina angiotensina, como teoria para explicar las malformaciones vasculares con produccion de
hematomas en las crias (Gardner et al., 1997), en concordancia con este planteamiento Miiller-Ribeiro (2010)
demostraron que la administracion intracerebral del PQ interfiere con la conducta mediada por el sistema

renina angiotensina en el sistema nervioso central.

Con ambas dosis de PQ se observo alteracion en el desarrollo de los miembros superiores e inferiores,
malformacion que corresponde a defectos de la migracion y diferenciacion de las células encargadas de la
formacion de los huesos largos. Es escasa la informacion disponible sobre el efecto de la administracion
prenatal del PQ en tejido 6seo; sin embargo, en estudio previo se observo alta incidencia de malformacion
del cartilago costal en los embriones de ratas que recibieron PQ durante la gestacion (Khera y Whitta, 1968).

Asimismo, Ingebrigtsen et al. (1984) demostraron que la administracion intravenosa de PQ en ratas y cobayas
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gestadas alcanza altas concentraciones en tejido cartilaginoso. Por otra parte, se han descrito alteraciones en

los miocitos de embriones de Xenopus laevis debidas a efectos del PQ en los microtibulos y microfilamentos
celulares, que afectan la organizacion espacial de las estructuras de actina del citoesqueleto (Vismara et al.,
2000).

Los casos de malformaciones de la cola observados en los fetos expuestos al PQ (2 y 3 mg/Kg), coinciden
con el modelo de investigacion de Vismara et al. (2006). Estos autores observaron en embriones de Xenopus
en desarrollo, que el tratamiento con PQ induce una alteracion caracteristica que llamaron “flexion caudal
anormal” e indicaron que la actividad oxidativa del PQ puede ser la causa de la alteracion. Anomalias
similares de la cola como margenes estrechos, doblados o caidos; ausencia de caracteristicas ventrales y
curvaturas dorsales fueron observadas en el Chaunus arenarum, otro tipo de anfibio. Debido a que estas fueron
provocadas en etapas tempranas del desarrollo, e histologicamente se evidenciaron niveles anormalmente
altos de condensacion de la cromatina, los autores concluyen que el dafio a nivel del ADN embrionario
ocurrid después de la etapa de géstrula y se manifiesta una vez que se requiere la transcripcion, en la cual los

genes son mas sensibles al dafio por el estrés oxidativo inducido por el PQ (Mussi et al., 2010).

En contraste con las malformaciones corporales observadas, en este estudio no se evidenciaron malformaciones
en estructuras craneofaciales en los fetos cuyas madres fueron tratadas con el PQ, mientras que con la
administracion de la vitamina A se detectaron varios casos de macroglosia y uno de hendidura labial. Estas
alteraciones coinciden con las observadas por otros autores en ratas y conejos (DiGiacomo et al., 1992; Dodo
et al., 2010; Hayes et al., 1981; Vilela et al., 2001).

La presencia de malformaciones en los fetos de las ratas gestadas expuestas a PQ, asi como la embriotoxicidad
y fetotoxicidad observada en el presente estudio indican que este plaguicida atraviesa la placenta, y que los
cambios producidos por el compuesto son clinicamente visibles. El mecanismo por el cual el PQ produce
alteraciones en el desarrollo prenatal se ha atribuido a que afecta particularmente el metabolismo celular
causando estrés oxidativo a través del ciclo de redox. Se ha sefialado que los efectos adversos producidos por
el PQ sobre el desarrollo embrionario y fetal son consecuencia de la produccion de aniones superédxido, la

alteracion del equilibrio redox intracelular, el dafio oxidativoy la muerte celular (Pang et al., 2016).

CONCLUSIONES

En este estudio se demostrd la presencia de malformaciones corporales en fetos expuestos durante el periodo
prenatal al PQ, evidenciando un efecto teratdgeno no dependiente de la dosis en la linea de ratas BIOU: Wistar.
Sin embargo, debido al bajo nimero de ratas gestadas que conformaron la muestra los datos obtenidos son
considerados resultados preliminares, por lo que se requiere realizar futuras investigaciones para confirmar
estos hallazgos. Adicionalmente, los efectos observados con la administracion de la vitamina A indican que
es factible utilizar el modelo animal en las condiciones en que se realizé esta investigacion, y sugieren que la

metodologia aplicada permite evidenciar efectos teratogenos producidos por farmacos y toxicos.

RECOMENDACIONES

W
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Aun con las limitaciones del estudio, los hallazgos reflejan la importancia de reevaluar la seguridad del
almacenamiento, manipulacion, uso y exposicion al PQ durante la etapa prenatal, considerando que este
plaguicida es ampliamente utilizado en las zonas rurales y agricolas, y que mujeres embarazadas podrian estar

expuestas.

Asimismo, se recomienda realizar investigaciones similares que incluyan mayor numero de ratas gestadas,

con el fin de evaluar los resultados obtenidos en este estudio preliminar.
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