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Resumen

Evaluamos si la Arthrospira maxima, conocida como espirulina (Sp) con-
trarresta los efectos teratogénicos inducidos por la ciclofosfamida (Cf) en
ratones. Noventa ratones CD-1 gestantes, se distribuyeron en 6 grupos: Con-
trol, Cf 20 mg/kg, Sp 400 mg/kg y tres con Sp a 100, 200 y 400 mg/kg
conjuntamente con Cf. La Sp se administrd via intragastrica del dia de ges-
tacion (DG) 6 al 16 y la Cf, via intraperitoneal al DG 10. Las hembras no
difirieron en el peso, con excepcion del DG 10. En los pardmetros gravidos,
la Cf y Sp solas o en asociacién no presentaron efectos significativos, salvo
en la longitud del cordén umbilical, didmetro de la placenta, peso y tamaro
de los fetos. Al DG 17 se sacrificaron las hembras obteniendo pardmetros de
gravidez. En los fetos se evaluaron malformaciones macroscopicas como
anasarca, excencefalia, hidrocefalia, ojo abierto, paladar hendido, ausencia
y deformaciones de extremidades superiores e inferiores y de la cola, en
las anomalias esqueléticas se observaron ausencias, deformaciones, huesos
supernumerarios y un retardo en la mineralizacion, en los higados se deter-
minaron enzimas antioxidantes, asi como marcadores de dafio por estrés
oxidativo. La Sp 400 en combinacion con la Cf contrarrestaron las malfor-
maciones significativamente. La Sp protege de la teratogenicidad de Cf en
ratones disminuyendo las especies reactivas de oxigeno y aumentando las
concentraciones de superdxido dismutasa y el glutatién peroxidasa, aunque
no la catalasa.
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Contribucién del estudio

Las malformaciones congénitas en humanos y animales se generan por el consu-
mo de algunos farmacos, causas ambientales, factores genéticos y otras circunstan-
cias de orden multifactorial, administrados o presentes durante los periodos criticos
de la gestacion. En los farmacos, se conoce a la ciclofosfamida que, empleada
como antitumoral e inmunosupresor, produce por la generacién de especies reac-
tivas, entre otros mecanismos, serias malformaciones externas y esqueléticas en la
descendencia de las madres que la consumen libremente o por prescripcion médi-
ca. Los experimentos preclinicos en animales de experimentacién como roedores,
que emplean agentes antioxidantes tales como la Sp (cianobacteria administrada
en el presente trabajo a ratonas gestantes durante la organogénesis) pueden, por
su propiedad de extrapolacién a humanos, alertar y evitar tales riesgos durante el
perfodo embrionario, contribuyendo de esta manera al desarrollo cientifico y a la
comprensién de la antiteratogénesis mediante la utilizacion de productos naturales.

Introduccién

La ciclofosfamida (Cf) es un profarmaco alquilante empleado como antitumoral e
inmunosupresor, que mediante las enzimas microsomales hepéticas, se biotrans-
forma principalmente en mostaza fosforamida y acroleina,(!) causantes de algunos
efectos toxicos. La teratogenicidad, uno de tales efectos, es de gran preocupacion
mundial, por lo que, para mitigar su gravedad se han investigado agentes antioxi-
dantes como el vanadio, la quercetina,(®) el N-acetyl-L-cysteina(® y el extracto
de té verde®), que han dado lugar a buenos efectos protectores. En una revision
de casos de mujeres expuestas a Cf, se ha sefialado que una de las razones para
la produccion de efectos teratdgenos es el desequilibrio proxidante-antioxidante,
que conduce a la restriccion del crecimiento intrauterino y a las malformaciones
craneofaciales que incluyen: anomalias oculares, paladar hendido, hidrocefalia, mi-
crognatia, microtia, craneosinostosis y asimetrfa facial, ademds de defectos en las
extremidades como hipoplasia radial, cubital y tibial; pie zambo, defectos digitales
de mano v pie, asi como fusion vertebral.(®)

Arthrospira maxima, mejor conocida por tradicion y comercialmente como
“espirulina” (Sp), pertenece al filo Cyanobacteria. Anteriormente a este filo se le
conocfa como microalgas verde-azul. Posee un alto valor nutricional, por lo que se
ha recomendado para combatir el hambre y la desnutricion, () ademés de atribuirle
diversas actividades farmacoldgicas en humanos y animales de laboratorio, muchas
de ellas basadas en su alta capacidad antioxidante. Tal es el caso de su efecto
antitoxico,(®) antiinflamatorio,(®) anticancerigeno, quimiopreventivo y reparador del
ADN(9) antibacteriano,(!") antimicético,('2) inmunorregulador,('®) antialérgico y
antiviral,('¥) antianémico, () antihipertensivo e hipolipemiante,('®) hipoglucemian-
te,(1”) hepatoprotector,('®) ademés de reductor del peso corporal,(19) entre otros.
Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue determinar si la Sp en su calidad de
agente antioxidante protege también de las malformaciones congénitas inducidas
por la Cf en ratones gestantes, administrada durante el periodo de organogénesis.
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Materiales y métodos

Declaratoria de ética

Todo el manejo de los animales se realizé de acuerdo con los principios éticos
aprobados por la CEI-ENCB con folio ENCB/CEI/076/2020 CONBIOETICA 09-CEl-
002-20190327 y en conformidad con la NOM-062-Z00-1999, “Especificaciones
técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio”.

Animales

Para este estudio se utilizaron ratones hembra y macho CD-1 de 30-35 gramos
de peso, 7 a 8 semanas de edad, adquiridos en el bioterio de la Universidad
Auténoma del Estado de Hidalgo, México, los cuales se mantuvieron en jaulas
individuales en bioterio bajo condiciones controladas de temperatura (23 £ 2 °C),
humedad (60 + 10 %) v ciclos de luz-oscuridad de 12 horas cada uno. Los ani-
males tuvieron libre acceso al alimento estdndar (Rodent Lab Chow 5001, Purina,
St. Louis, M O, USA) y agua purificada, por un periodo de aclimatacion de dos
semanas previo al experimento.

Acoplamiento

El acoplamiento se llevé a cabo durante las tres tltimas horas de oscuridad (7 am
a 10 am) exponiendo al azar tres hembras con un macho y al evidenciarse el tapon
vaginal se consideré como el dia de la gestacién O (DG 0), colocando a las hem-
bras acopladas en jaulas individuales, llevando una marcacion inocua en el pelaje.

Tratamientos

Las hembras acopladas se distribuyeron aleatoriamente en 6 grupos de 15 anima-
les cada uno, que se destinaron a los siguientes tratamientos: control, Cf 20 mg/kg,
Sp 400 mg/kg v a los tres restantes se les administrd concomitantemente Cf
20 mg/kg y dosis de 100, 200 y 400 mg/kg de Sp respectivamente. La Sp se
adquirié en Alimentos Esenciales para la Humanidad (Ciudad de México) y fue
administrada por via intragastrica empleando como vehiculo agua purificada a un
volumen constante de 10 mlL/kg. La Cf (Sigma-Aldrich CAS NUmero: 6055-19-2,
producto C3250000) se inyectd por via intraperitoneal a 20 mg/kg empleando el
vehiculo en un volumen constante de 5 mL/kg; las administraciones se efectuaron
entre las 11:30 y 12:30 horas. Las hembras gestantes se pesaron los dias DG 0,
DG 6, DG 10y DG 17.

Sacrificio

Las hembras se sacrificaron el DG 17 por dislocaciéon cervical y mediante una
incisién abdominal se obtuvo el Utero que se pesé con su contenido. En el Gtero
se contd el nimero de implantaciones, reabsorciones embrionarias tempranas y
tardias, ademés de obtener el peso de las hembras posterior al retiro del Utero.
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Evaluacién macroscopica de los fetos

Al extraer los fetos, se registrd si estaban vivos o muertos, la longitud del cordon
umbilical, asf como la longitud y didmetro de la placenta. En cada uno de los fetos,
se determind el peso, tamafio y sexo, aunado a un examen visual, para detectar
malformaciones macroscépicas con la ayuda de un microscopio estereoscdpico
(American Optical 30x) siguiendo los planos céfalo-caudal y proximo-distal.

Analisis esquelético de los fetos

Para el anélisis esquelético de los fetos, previa muerte, se les retiro la piel y, a tra-
vés de una incisién abdominal se removieron los drganos internos, colocando los
higados en PBS (Phosphate-Buffered Saline) a -70 °C. A continuacion, se fijaron
en etanol al 70 %, para proceder 48 horas después a la tincion bicromatica modi-
ficada.(?9) Las alteraciones esqueléticas se observaron en un estereomicroscopio,
seglin lo descrito por Menegola et al.,(?!) evaludndose ntimero, presencia/ausen-
cia/supernumerarios, forma (fusién, divisién, aumento o disminucién de tamario,
curvaturas, amorfismos, falta de desarrollo), asi como grado de osificacion.

Determinacion del estrés oxidativo

Los higados del feto que se habfan colocado en PBS se descongelaron para ho-
mogeneizar el tejido (homogeneizador Omni Tissue Homogenizer) por camada. El
homogenizado se centrifugd a 13 000 rpm por 15 min 4 °C, y se empled el so-
brenadante resultante con el fin de determinar actividad enzimética de superoxido
dismutasa (SOD), glutatién peroxidasa (GPx), catalasa (CAT) y como marcadores
de estrés oxidativo, malondialdehido (MDA) y grupos carbonilo. Para determinar
la actividad de SOD y GPx se emplearon los kits de RANSOD y RANSEL (Randox
Laboratories Ltd., Crumlin, Co. Antrim, UK) y se siguieron las instrucciones del
fabricante, leyéndole las absorbancias a 480 y 340 nm, respectivamente. Para
el andlisis de CAT se empled el método de Aebi,(?2) leyéndole la absorbancia a
570 nm. La determinacion de grupos carbonilo se realizé por el método de Parvez
y Raisuddin,(?%) leyendo la absorbancia a 360 nm, mientras que el andlisis de MDA
se efectud de acuerdo con el método de Buege y Aust(?¥) para las absorbancias
a 535 nm.

Analisis estadistico

Las inferencias estadisticas se realizaron con el programa SigmaPlot version 14. El
estudio de los datos cuantitativos se llevd a cabo mediante un analisis de varianza
de una via, post hoc Student-Newman-Keuls. Para la comparacién del nimero y
tipo de implantaciones, se empled la prueba de Kruskal-Wallis. Los datos de los
porcentajes se analizaron con la prueba de chi? seguida de la prueba exacta de
Fisher. En cada anélisis se considerd la existencia de diferencias estadisticamente
significativas al obtener un valor de P < 0.050.
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Resultados

Pesos maternos

En el DG O, antes de iniciar los tratamientos, el peso de las hembras acopladas no
tuvo variacion entre los grupos; Unicamente en el DG 10 se redujeron significativa-
mente P < 0.001, en todos los tratados con Sp comparados con los grupos control
y Cf, excepto el control y el grupo de Cf + Sp 200 con una P = 0.001. En los res-
tantes dias, los pesos presentaron crecimiento muy similar al de los grupos control
y Cf. Una vez retirado el Utero después del sacrificio, los pesos de las hembras no
presentaron diferencias significativas.

Parametros de gravidez

Los pardmetros de gravidez no presentaron diferencias significativas entre los gru-
pos, aunque se observd una tendencia a disminuir las reabsorciones tempranas y
tardias en los grupos Cf + Sp comparados con el grupo Cf (Cuadro).

En el Cuadro ], los diferentes grupos corresponden a: Control (vehiculos:
agua y suero, seguin sea Sp o Cf); Cf 20 mg/kg (administracion Unica dia 10 de
la gestacién); Sp 400 mg/kg; Cf + Sp 100 = Cf, 20 mg/kg + Sp, 100 mg/kg;
Cf + Sp 200 = Cf 20 mg/kg + Sp, 200 mg/kg, y Cf + Sp 400 = Cf, 20 mg/kg +
Sp, 400 mg/kg. La Sp se administrd del dia 6 al 16 de la gestacion.

La longitud del cordén umbilical fue menor en el grupo de Cf y Cf + Sp 200,
sin diferencia entre ellos, pero si con el resto de los grupos, es decir, con el grupo
Control (P < 0.001), con los grupos Sp, Cf + Sp 400 (P < 0.001) y con grupo Cf +
Sp 100 (P = 0.022) (Cuadro ). Los mismos efectos se observaron en el didmetro
de la placenta, comparados con el grupo control, mostrando diferencia significativa
(P =0.001) con los grupos Cf, Cf + Sp 100, Cf + Sp 200 y Cf + Sp 400, aunque el
grupo Cf, sélo tuvo diferencia con el grupo Sp (P < 0.001), sin observarse cambios
entre los grupos en relacion al peso de la placenta (CuadroT).

Con respecto al peso y al tamafio fetal, el grupo de las madres tratadas con
Sp superé de forma significativa a todos los grupos, ain con el grupo Control
(P =0.001), este grupo Control no mostré diferencia con el grupo Cf + Sp 400
(CuadroT). Los fetos presentaron un peso menor en los grupos Cf, Cf + Sp 100 y
Cf 4+ Sp 200 en relacion al Control con diferencia significativa (P < 0.001). Los fetos
con menor peso fueron los del grupo Cf con diferencia con todos los grupos, Sp,
Cf + Sp 100, Cf + Sp 200 y Cf + Sp 400 (P < 0.001) (Cuadro ).

Sobre el tamafio de los fetos el grupo Control no mostré diferencia Cf + Sp
400, pero si con los grupos Cf (P < 0.001), Cf + Sp 100 (P =0.026) y Cf + Sp 200
(P =0.027), indiscutiblemente los fetos més pequefios se ubican en el grupo Cf
con diferencia significativamente al resto, Sp, Cf + Sp 100 y Cf + Sp 200, Cf + Sp
400 (P < 0.001) (CuadroT).

Analisis macroscopico de los fetos

El Cuadro 2 y la Figura 1 muestran los resultados del anélisis externo realizado a los
fetos: no se encontraron malformaciones en el control negativo ni en los anima-
les tratados con solo Sp. Al evaluar malformaciones macroscépicas se muestran
diferencias significativas de P < 0.001 entre el grupo Control con Cf, Cf + Sp 100,
Cf 4+ Sp 200 y Cf + Sp 400, asi como el grupo Cf con los grupos Sp, Cf + Sp 100,


https://veterinariamexico.fmvz.unam.mx/
https://veterinariamexico.fmvz.unam.mx/

0a 6
http://veterinariamexico.fmvz.unam.mx Efectos antiteratogénicos de Arthrospira maxima en ratones Articulo Cientifico W / 3

DOI: http://dx.doi.org/10.22201/fmvz.24486760e.2022.1077
Vol. 912022

Cuadro 1. Pardmetros de gravidez de ratones con diferentes tratamientos con ciclofosfamida (Cf)
y diferentes dosis de espirulina (Sp)

18 18 17 18 20 18

Hembras

apareadas

Hembras prefiadas 15 15 15 15 15 15

(%) indice de 83.33 % 83.3 3% 88.23 % 83.33 % 75.00 % 83.33 %
fertilidad!

Hembras con fetos 15 15 15 15 15 15
Vivos

(%) {ndice de 83.33 0 83.33 0 88.23 % 83.33 9 75.00 % 83.33 %
embarazos?

Implantaciones 15.4 + 0.59 146 + 0.61 14 £ 0.76 16.3 £ 0.50 13.86 + 0.52 15.6 £ 0.57
Reabsorciones 1.2 £0.22 1.66 + 0.56 0.93 + 0.23 1.60 £ 0.56 1.53 £ 0.43 1.13 + 0.36
tempranas

Reabsorciones 0.6 £0.25 0.8 +£0.26 0.53 £ 0.19 0.86 £ 0.40 0.66 £ 0.30 0.4 £0.23
tardias

Fetos Muertos 0.00 £ 0.00 0.66 + 0.66 0.00 £ 0.00 0.66 + 0.66 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
(%) Pérdidas 12.55 % 17.59 % 10.48 % 15.57 % 15.86 % 9.70 %
post-implantacién?

Fetos vivos 8744 £ 0.7 82.42 £ 0.8 89.52 £ 0.7 84.43 + 0.8 84.13 £ 0.6 90.29 £ 0.8
Fetos 50.99 / 49.01 % 50.00 / 49.00 % 50.53 / 49.47 % 50.48 / 49.51 % 50.86 / 49.14 % 50.46 / 49.53 %
hembras / machos

(%)

Peso uterino (g) 1.23 £ 0.08 1.20 + 0.07 1.14 £ 0.06 1.23 £ 0.05 1.08 + 0.06 1.24 £ 0.04
Longitud del 1.0 1£ 0.41 072 +0012 094+000Pb 080+001b 071+0022 087+001°
cordén umbilical

(cm)

Peso de la 0.13 £ 0.07 0.10 + 0.00 0.12 £ 0.00 0.10 £ 0.01 0.12 £ 0.02 0.12 £ 0.00
placenta (g)

Didmetro de la 0.82 +0.12 0.72 +£0.01°@ 0.83+0.01°P 0.75 £ 0.00 @ 0.76 £0.01 @ 0.79+ 0.01 ¢
placenta (cm)

Peso fetal (g) 0.94 + 0.01 067+0012 102+0012b> 075+0012b 075+0023b 093+001b

Tamario fetal (cm) ~ 1.99 £ 0.01 166+00128 206+0013b 178+0013P 179+0023ab 196+001b

Los resultados se expresan como la media + ES.2 Diferencia significativa con el Control;  Diferencia significativa con Cf, P < 0.05.
! indice de fertilidad (%) = (No. de hembras prefiadas / # de hembras apareadas) x 100.

2 [ndice de embarazo = (No. de hembras con fetos vivos / No. de hembras apareadas) x 100.

3 pérdidas posimplantacion = (No. de sitios de implantacién — No. de fetos vivos / No. de sitios de implantacién) x 100.
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Cuadro 2. Malformaciones macroscoépicas en los fetos (n = 1163) por diferentes tratamientos con ciclofosfamida (Cf)
y diferentes dosis de espirulina (Sp)

No. de fetos 188 214
examinados (n)
(%) Malformaciones 0 168 @ ob 138ab 116ab 4830
macroscopicas (0.00 %) (94.38 %) (0.00 %) (66.99 %) (66.28 %) (25.53 %)
Anasarca 0 27 @ ob 55a 334 ob
(0.00 %) (15.17 %) (0.00 %) (26.69 %) (18.85 %) (0.00 %)
Exencefalia 0 16 3 ob 13 @ 4 ob
(0.00 %) (8.98 %) (0.00 %) (6.31 %) (2.28 %) (0.00 %)
Hidrocefalia 0 4 0 19 243b 0
(0.00 %) (2.25 %) (0.00 %) (9.22 %) (13.71 %) (0.00 %)
Ojo abierto 0 342 ob 422 452 ob
(0.00 %) (19.10 %) (0.00 %) (20.38 %) (25.71 %) (0.00 %)
Microtia 0 172 ob 4b ob ob
(0.00 %) (9.55 %) (0.00 %) (1.94 %) (0.00 %) (0.00 %)
Paladar hendido 0 1142 ob 67 ab 423b 9b
(0.00 %) (64.04 %) (0.00 %) (32.52 %) (24.00 %) (4 %)
Iniencefalia 0 672 ob 80 @ 53 ob
(0.00 %) (37.64 %) (0.00 %) (38.83 %) (30.28 %) (0.00 %)
Espina bifida 0 45 a ob 27 b 14ab ob
(0.00 %) (25.28 %) (0.00 %) (13.10 %) (8.00 %) (0.00 %)
Cola corta 0 5% a ob 514 514 ob
(0.00 %) (29.77 %) (0.00 %) (24.75 %) (29.14 %) (0.00 %)
Cola enrollada 0 162 ob 128 102 ob
(0.00 %) (8.9 89%) (0.00 %) (5.82 %) (5.71 %) (0.00 %)
Extremidades 0 124 2 ob 72ab gpab 33ab
anteriores (0.00 %) (69.66 %) (0.00 %) (34.95 %) (46.86 %) (15.42 %)
Extremidades 0 126 @ ob g1ab 443b gb
posteriors (0.00 %) (70.79 %) (0.00 %) (39.32 %) (25.14 %) (3.74 %)

La Sp se administrd a las hembras del 60 al 160 dia de la gestacién. Los resultados indican el nimero de fetos con la malformacion;
en paréntesis el porcentaje que corresponde por grupo. @ Diferencia significativa con el Control; b Diferencia significativa con Cf;
P <0.05.
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A)
- 2 fit ¢
B o
a) Control b) Cf d) Cf+Sp100 e) Cf+Sp200 f) Cf+Sp400
Deformaciones Extremidad Ausencia
B) del craneo Brazo corto Dosteiorrotada ‘ de falanges

b

Ojo
abierto

Paladar hendido E Focomelia Polidactilia

Figura 1. Malformaciones inducidas en fetos de ratonas gestantes tratadas con ciclofosfamida (Cf), administrada en una dosis el dia 10 de gestacion y diferentes dosis
de espirulina (Sp), administrada del 6° al 16° dia de la gestacion.
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Cf + Sp 200 y Cf + Sp 400. Los animales mas afectados fueron los del grupo tra-
tado sélo con Cf, con 70 % para extremidades anteriores, 71 % para extremidades
posteriores. El paladar hendido fue una malformacién con un elevado porcentaje
(64 %).

De 15 hembras, 1163 fetos fueron distribuidos en los siguientes grupos: 202,
corresponde al 100 % del grupo control (vehiculos: agua y suero, segiin sea Sp
o Cf); 178 fetos (100 %) en el de Cf 20 mg/kg (administracion Unica dia 10 de
gestacién); 188 fetos (100 %) en el de Sp 400 mg/kg; 206 fetos (100 %) en
el de Cf + Sp 100 = Cf, 20 mg/kg + Sp, 100 mg/kg; 175 fetos (100 %) en el
de Cf + Sp 200 = Cf, 20 mg/kg + Sp, 200 mg/kg, y 214 fetos (100 %) en el de
Cf + Sp 400 = Cf, 20 mg/kg + Sp, 400 mg/kg.

En Figurala) se muestra un feto por cada grupo que corresponden a: control
(vehiculos: agua y suero, seglin sea Sp o Cf); b) Cf, 20 mg/kg (administracion
Unica dia 10 de la gestacién); c) Sp 400 mg/kg; d) Cf + Sp 100 = Cf, 20 mg/kg
+ Sp, 100 mg/kg ; e) Cf + Sp 200 = Cf, 20 mg/kg + Sp, 200 mg/kg, y f) Cf +
Sp 400 = Cf, 20 mg/kg + Sp, 400 mg/kg ; en donde a), ¢) y f) no se observan
malformaciones, mientras, la flecha negra () sefala alteraciones evidentes en
fetos con los tratamientos b), d) y €). En B) se muestran las malformaciones indu-
cidas por Cf en los fetos en diversas areas del cuerpo.

Aunque al administrar Sp concomitante con la Cf disminuyen los porcentajes
de malformaciones, no deja de haber diferencias significativas importantes en el
numero y severidad con esas anomalias en los fetos. En la mayoria de los casos, hay
una relacion dosis respuesta, aunque en los fetos con hidrocefalia y ojos abiertos, se
pierde ligeramente esa relacién. En el tratamiento con Cf + Sp 400, con excepcién
del porcentaje de dafio en el paladar, y en las extremidades anteriores y posteriores,
todas alcanzaron el valor porcentual de cero, igual que en el grupo control.

En especifico, la anasarca presentd diferencias significativas entre el grupo
Control con los grupos Cf, Cf + Sp 100, Cf + Sp 200 (P =< 0.001), la misma dife-
rencia guarda el grupo Cf con Sp y Cf + Sp 400. En relacién con las malformacio-
nes presentes en el crdneo, la exencefalia mostrd diferencia significativa entre los
grupos Control, Sp y Cf + Sp 400 con el grupo Cf (P = 0.006), ademés el grupo
Control también tuvo diferencia con el grupo Cf + Sp 100 (P = 0.038). A diferencia
de la hidrocefdlia que solo tiene diferencia el grupo Cf + Sp 200 con el Control
(P <0.001) y con el grupo Cf (P =0.004).

Con respecto a la presencia de ojo abierto, el grupo Control tiene diferencias
con los grupos Cf, Cf + Sp 100 y Cf + Sp 200 (P =< 0.001), mientras el grupo Cf
presenta una P < 0.001 con los grupos Sp y Cf + Sp 400. La microtia fue una de las
malformaciones menos frecuentes, con diferencia significativa del grupo Cf con
todos los demés (P = 0.004), auin la diferencia es menor pero significativa con el
grupo Cf + Sp 100 (P = 0.037). El paladar hendido, es una de las tres malforma-
ciones mds frecuentes, su presencia mostrd diferencia significativa del grupo Cf
al compararlo con todos los demés grupos (P < 0.001), al mismo tiempo en el gru-
po Control al igual que el grupo de Sp no se reporté estd malformacion, mentiendo
diferencia significativa con los grupos Cf, Cf + Sp 100 y Cf + Sp 200 (P =< 0.001).

Dentro de los defectos en la columna vertebral, se observod que en el gru-
po Control la iniencefalia, presenté diferencia con los grupos Cf y Cf + Sp 100
(P <0.001), misma diferencia se muestra entre el grupo Cf al ser comparados con
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los grupos Sp y Cf + Sp 400. Ademés, la presencia de espina bifida mostro dife-
rencia entre el grupo Control con el grupo Cf + Sp 200 (P = 0.012), asf como con
los grupos Cfy Cf + Sp 100 (P < 0.001), mientras el grupo Cf presentd diferencia
significativa con el grupo Sp, Cf + Sp 100y Cf + Sp 200y Cf + Sp 400 (P < 0.001).

En particular, la cola presenta alteraciones, considerando corta o enrrollada. La
cola corta en el grupo Control presenté diferencias con los grupos Cf, Cf + Sp 100
y Cf + Sp 200 (P < 0.001), asi como también el grupo Cf mostré diferencia con
los grupos Sp y Cf + Sp 400 (P < 0.001. Mientras el grupo Control al determinar
la presencia de cola enrrollada se diferencio de los grupos Cf (P = 0.006), Cf + Sp
100y Cf + Sp 200 (P = 0.038), asi como el grupo Cf se distiguieron de los grupos
Sp y Cf + Sp 400 (P = 0.006).

Las malformaciones més recurrentes se presentan en extremidades, pre-
sentdndose mas anteriores, las cuales varfan en severidad y se relacionan con la
Cf, observando una proteccion dosis dependiente con la Sp. Con relacién a las
extremidades anteriores el grupo Control presenta diferencias con los grupos Cf,
Cf + Sp 100, Cf + Sp 200, Cf + Sp 400 (P < 0.001), al mismo tiempo el grupo Cf
mostré diferencia con Sp (P = 0.001), Cf + Sp 100, Cf + Sp 200 y Cf + Sp 400
(P =0.001). Al comparar las malformaciones de las extremidades posteriores, el
grupo Control presenta diferencias con los grupos Cf, Cf + Sp 100 y Cf + Sp 200
(P < 0.001), cuando el grupo Cf difere con los grupos Sp, Cf + Sp 100, Cf + Sp
200 y Cf + Sp 400 (P < 0.001).

Alteraciones esqueléticas

En el Cuadro 3 y la Figura 2 se observa que las alteraciones esqueléticas inducidas
por Cf son evidentes y cada una de ellas incluyeron disminucién en la osificacion,
ausencia o deformacion de los huesos, falta de desarrollo o diferenciaciéon dsea,
fusiones o divisiones (resultados no presentados). Ninguna de las anomalias es-
queléticas encontradas en el grupo Cf fueron observadas en el grupo control ni en
el grupo de Sp.

En el Cuadro 3, los resultados representan el nimero total de fetos con alte-
racion por grupo y entre paréntesis el porcentaje de alteraciones por hueso. Los
tratamientos corresponden a: control (vehiculos: agua y suero, segtin sea Sp o Cf);
Cf 20 mg/kg (administracién Unica dia 10 de la gestacion); Sp 400 mg/kg; Cf +
Sp 100 = Cf, 20 mg/kg + Sp, 100 mg/kg; Cf + Sp 200 = Cf, 20 mg/kg + Sp,
200 mg/kg, y Cf + Sp 400 = Cf, 20 mg/kg + Sp, 400 mg/kg, la Sp se administro
del 6° al 16Y° dia de la gestacion.

Control (vehiculos: agua y suero, seguin sea Sp o Cf); ciclofosfamida 20 mg/kg
(administracion Unica dia 10 de la gestacion); Sp 400 mg/kg; Cf + Sp 100 =
Cf, 20 mg/kg + Sp, 100 mg/kg; Cf + Sp 200 = Cf, 20 mg/kg + Sp, 200 mg/kg, y
Cf + Sp 400 = Cf, 20 mg/kg + Sp, 400 mg/kg. En la Figura 2 a), ¢) y f) no hubo
alteraciones evidentes.
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Cuadro 3. Alteraciones esqueléticas fetales presentes en diferentes tratamientos con ciclofosfamida (Cf)
y diferentes dosis de espirulina (Sp)

2L Hueme L Contol L CF L SeLChe 55100 [CF $5200) 1 Sp00

Craneo Occipital 178 @ 206 @ 68 2
(o.oo %) (100 %) (o.oo %) (100 %) (38.86 %) (o.oo %)
Interparietal 0 162 @ ob 193 @ 48 ab 17ab
(0.00 %) (91.01 %) (0.00 %) (93.69 %) (2743 %) (7.94 %)
Parietal 0 178 @ ob 206 @ 91ab 17ab
(0.00 %) (100 %) (0.00 %) (100 %) (52.00 %) (7.94 %)
Temporal 0 1722 ob 206 @ 76ab 17ab
(0.00 %) (96.63 %) (0.00 %) (100 %) (43.43 %) (7.94 %)
Etmoidal 0 162 @ ob 193 @ 32ab ob
(0.00 %) (91.01 %) (0.00 %) (93.69 %)  (18.28 %) (0.00 %)
Vomer 0 17823 ob 206 2 ob ob
(0.00 %) (100 %) (0.00 %) (100 %) (0.00 %) (0.00 %)
Basiesfenoides 0 178 @ ob 206 @ 39ab ob
(0.00 %) (100 %) (0.00 %) (100 %) (22.28 %) (0.00 %)
Frontal 0 176 2 ob 2062 57 &b ob
(0.00 %) (98.88 %) (0.00 %) (100 %) (29.71 %) (0.00 %)
Faciales Nasal 0 178 @ ob 26 ab ob ob
(0.00 %) (100 %) (0.00 %) (12.62 %) (0.00 %) (0.00 %)
Incisivo 0 17828 ob 51 b 20ab ob
(0.00 %) (100 %) (0.00 %) (24.76 %)  (11.43 %) (0.00 %)
Palatino 0 1142 ob 67ab 43ab gb
(0.00 %) (64.04 %) (0.00 %) (3252 %)  (24.57 %) (4.20 %)
Maxilar 0 1142 ob 67 ab 433,50 9b
(0.00 %) (64.04 %) (0.00 %) (3252 %)  (24.57 %) (4.20 %)
Mandibula 0 142 ob 3 ob ob
(0.00 %) (7.86 %) (0.00 %) (1.46 %) (0.00 %) (0.00 %)
Cigomético 0 94 @ ob 94 2 ob ob
(0.00 %) (52.80 %) (0.00 %) (45.63 %) (0.00 %) (0.00 %)
Columna Cervicales 0 156 @ ob 154 ab 258b ob
vertebral (0.00 %) (87.64 %) (0.00 %) (7476 %) (14.28 %) (0.00 %)
Torécicas 0 1152 ob 165 a b 4330 ob
(0.00 %) (64.61 %) (0.00 %) (80.10%)  (24.57 %) (0.00 %)
Lumbares 0 394 ob 574 16ab ob
(0.00 %) (21.91 %) (0.00 %) (27.67 %) (9.14 %) (0.00 %)
Sacras 0 63 3 ob 728 ob ob
(0.00 %) (35.39 %) (0.00 %) (34.95 %) (0.00 %) (0.00 %)
Caudales 0 812 ob 832 612 ob
(0.00 %) (45.50 %) (0.00 %) (4029 %)  (34.86 %) (0.00 %)
Esternén Esternebra | 0 1782 ob 204 2 60a b ob
(0.00 %) (100 %) (0.00 %) (99.03 %)  (34.28 %) (0.00 %)
Esternebra Il 0 178 @ ob 2062 g4 ab ob
(0.00 %) (100 %) (0.00 %) (100 %) (36.57 %) (0.00 %)
Esternebra Il 0 1782 ob 206 2 59 @b ob
(0.00 %) (100 %) (0.00 %) (100 %) (33.71 %) (0.00 %)
Esternebra IV 0 178 @ ob 2062 41ab ob
(0.00 %) (100 %) (0.00 %) (100 %) (23.43 %) (0.00 %)
Esternebra V 0 156 @ ob 153 @ 48 a,b ob
(0 %) (87.64 %) (0.00 %) (7427 %)  (27.43 %) (0.00 %)
Esternebra VI 0 156 @ ob 1272 38ab ob

(000%)  (8764%)  (0.00%)  (61.65%)  (21.71%)  (0.00 %)
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it L Huese L Contol Lt Se Cr4 59100 [CF 39200 [t Sp400)

Costillas Verdaderas 153 @ g2 ab 45ab
(o.oo %) (85.95 %) (o.oo %) (4466 %)  (25.71 %) (o.oo %)
Falsas 0 156 @ ob 52ab 51 b ob
(0.00 %) (87.64 %) (0.00 %) (2524 %)  (29.14 %) (0.00 %)
Flotantes 0 149 @ ob 462 b 20ab ob
(0.00 %) (83.71 %) (0.00 %) (2233 %)  (11.43 %) (0.00 %)
Cadera llion 0 62 2 ob 16ab ob ob
(0.00 %) (34.83 %) (0.00 %) (7.77 %) (0.00 %) (0.00 %)
Isquion 0 157 @ ob 123ab 91 ab ob
(0.00 %) (88.20 %) (0.00 %) (59.71 %)  (52.00 %) (0.00 %)
Pubis 0 163 @ ob 189 @ 112ab ob
(0.00 %) (91.57 %) (0.00 %) (91.75 %)  (64.00 %) (0.00 %)
Cinturén Clavicula 0 133 @ ob 52ab ob ob
escapular (0.00 %) (74.72 %) (0.00 %) (25.24 %) (0.00 %) (0.00 %)
Escapula 0 157 3 ob 63b 3b ob
(0.00 %) (88.20 %) (0.00 %) (30.58 %) (1.71 %) (0.00 %)
Extremidad Humero 0 109 @ ob 492ab 442ab 7b
anterior (0.00 %) (61.23 %) (0.00 %) (23.79%)  (25.14 %) (3.27 %)
Radio 0 922 ob 54 ab 56 @b 38ab
(0.00 %) (51.68 %) (0.00 %) (2621 %)  (32.00%)  (17.76 %)
Ulna 0 922 ob 54 @b 56 @b 38ab
(0.00 %) (51.68 %) (0.00 %) (2621 %)  (32.00%)  (17.76 %)
Carpo 0 165 @ ob 73ab 29ab 70
(0.00 %) (92.69 %) (0.00 %) (35.43 %)  (16.57 %) (3.27 %)
Metacarpo 0 165 @ ob 36ab g7 ab ob
(0.00 %) (92.69 %) (0.00 %) (1747 %)  (49.71 %) (0.00 %)
Falanges 0 178 2 ob 206 2 1752 728b
(0.00 %) (100 %) (0.00 %) (100 %) (100 %) (33.64 %)
Extremidad Fémur 0 1332 ob 124 20 69ab gb
posterior (0.00 %) (74.72 %) (0.00 %) (60.19 %)  (39.43 %) (3.74 %)
Tibia 0 162 @ ob 114ab 32ab ob
(0.00 %) (91.01 %) (0.00 %) (5534 %)  (18.29 %) (0.00 %)
Fibula 0 162 @ ob 114ab 32ab ob
(0.00 %) (91.01 %) (0.00 %) (5534 %)  (18.29 %) (0.00 %)
Metatarso 0 9 0 5 7 0
(0.00 %) (5.06 %) (0.00 %) (2.43 %) (4.00 %) (0.00 %)
Falanges 0 162 @ ob 682 b 39ab ob

(0.00%)  (91.01%)  (0.00%)  (33.01%)  (2228%)  (0.00 %)
Los resultados se expresan como la media + ES. @ Diferencia significativa con el Control;  Diferencia significativa con Cf, P < 0.05.
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Craneo lateral Craneo vista inferior Caja toracica Extremidad anterior Extremidad posterior

a) Control

d) Cf+Spl00

Figura 2. Alteraciones esqueléticas en fetos tratados con la técnica bicrémica, un espécimen representante de cada uno
de los grupos.
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En la Figura 2 b) Cf: hay ausencia de huesos (flecha roja 1) en craneo (fron-
tal, parietal, intraparietal), en caja tordcica (costillas, vértebras), extremidades
anteriores (radio, ulna, carpo, falanges), y posteriores (tibia, fibula, falanges), al-
teraciones en la forma (flecha azul *) faciales (maxilar, palatinos, mandibula),
caja toracica (esternebras, vértebras) y extremidades, asi como la falta de osifi-
cacion generalizada del esqueleto, y las afecciones que disminuyen conforme a
la dosis administrada de Sp; d) Cf + Sp 100, €) Cf + Sp 200 y f) Cf + Sp 400.

Al evaluar el crdneo se observaron alteraciones esqueléticas relacionadas con
la Cf, rebasando el 90 %. El hueso occipital sin afeccién en los grupos Control, Sp y
Cf + Sp 400 a diferencia con los grupos Cf, Cf + Sp 100 y Cf + Sp 200 (P < 0.001).
El hueso interparietal presento diferencia entre el grupo Control con los grupos Cf,
Cf + Sp 100, Cf + Sp 200 (P < 0.001) y Cf + Sp 400 (P = 0.012), mientras Cf
mostro diferencia con los grupos Sp, Cf + Sp 200 y Cf + Sp 400 (P < 0.001). En
los huesos parietales las alteraciones mostraron diferencias entre el grupo Con-
trol versus Cf, Cf + Sp 100, Cf + Sp 200 (P = 0.001) y el grupo Cf + Sp 400
(P=0.012), mientras el grupo de Cf se diferencian de los grupos Sp y Cf + Sp 400
(P =0.001). El temporal, presentd diferencia entre el grupo Control con todos los
grupos Cf, es decir, Cf, Cf + Sp 100, Cf + Sp 200 (P = 0.001) y con Cf + Sp 400
(P =10.012), en cuanto al grupo Cf con los grupos Sp, Cf + Sp 400 y Cf + Sp 200
(P = 0.001), mostrando el efecto protector dependiente de la dosis de la Sp.
Un efecto similar se presenta al evaluar el hueso etmoidal, en el cual la diferencia
con el grupo Control se da con Cf, Cf + Sp 100, Cf + Sp 200 (P < 0.001) y con el
grupo Cf con Sp, Cf + Sp 400y Cf + Sp 200 (P < 0.001). Al evaluar el vomer el grupo
Control presentd diferencia con los grupos Cf, Cf + Sp 100 (P < 0.001), diferencia
que también guarda el grupo de Cf con los grupos Sp, Cf + Sp 400 y Cf + Sp 200.
Mientras, el basifenoides y el frontal, la diferencia entre el grupo Control se da con
los grupos Cf y Cf + Sp 100 (P < 0.001), mientras la misma diferencia se da entre
Cf con los grupos Sp, Cf + Sp 400 y Cf + Sp 200.

Dentro de las alteraciones dseas de la cabeza, destaca que el hueso na-
sal presentd diferencia entre el grupo Control con los grupos Cf y Cf + Sp 100
(P < 0.001), mientras la misma diferencia entre el grupo Cf con los grupos Sp,
Cf + Sp 400 y Cf + Sp 200. Mientras el incisivo mostré diferencia entre el grupo
Control con los grupos Cf, Cf + Sp 100 (P < 0.001), Cf + Sp 200 (P = 0.002), al
comparar el grupo Cf con los grupos Sp, Cf + Sp 400, Cf + Sp 200 y Cf + Sp 100
(P < 0.001). Los palatinos y el maxilar guardan la misma relacion del grupo Control
con los grupos Cf, Cf + Sp 100 y Cf + Sp 200 (P < 0.001), al igual que el grupo
Cf con Sp, Cf + Sp 400, Cf + Sp 200 y Cf + Sp 100 (P < 0.001). De los huesos
menos afectados por la Cf es la mandibula (8 %), alin en este el grupo Control
present6 diferencia con el grupo Cf (P = 0.012), Cf + Sp 100 y Cf + Sp 200
(P = 0.001), la entre diferencia el grupo Cf se mantiene el grupo Cf al compararlo
con los grupos Sp, Cf + Sp 400y Cf + Sp 200 (P < 0.001). Por su parte, el hueso
cigomatico sin reporte alteraciones en el grupo Control presenté diferencias con los
grupos Cfy Cf + Sp 400 (P < 0.001) y el grupo Cf con los grupos Sp, Cf + Sp 400,
Cf + Sp 200.

Los dafos producidos por la Cf afectan las vertebras. El grupo Control sin al-
teraciones en las vertebras cervicales con diferencia significativa de los grupos con
alteraciones, estos son Cf, Cf + Sp 100 (P < 0.001) y Cf + Sp 200 (P =0.001), en
cambio al comparar el grupo Cf, el grupo con mayores alteraciones en dichas verte-
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bras tuvieron diferencias con los grupos Sp, Cf + Sp 400, Cf + Sp 200 (P < 0.001)
y de Cf + Sp 100 (P = 0.004). Las diferencias se presentaron en otras vertebras,
en las toracicas el grupo Control presenté diferencia con los grupos Cf, Cf + Sp 100
y Cf + Sp 200 (P = 0.001), mientras el grupo Cf, con la misma diferencia con Sp,
Cf + Sp 400, Cf + Sp 200 y Cf + Sp 100 (P < 0.001). Las vértebras menos afec-
tadas fueron las lumbares y las sacras (22 y 35 9%, respectivamente), aun asi, en
las lumbares el grupo Control presentd diferencia con Cf, Cf + Sp 100 (P < 0.001)
y Cf + Sp 200 (P = 0.006), mientras el grupo Cf con los grupos Sp, Cf + Sp 400
(P =0.001) y Cf + Sp 200 (P =10.002), por otro lado, al analizar las vétebras sacras,
el grupo Control mostré diferencia con los grupos Cf y Cf + Sp 100 (P < 0.001)
y el grupo Cf con los grupos Sp, Cf + Sp 400 y Cf + Sp 200 (P < 0.001). En las
vértebras caudales el grupo Control se diferencié de los grupos Cf, Cf + Sp 100y
Cf + Sp 200 (P < 0.001), por otro lado el grupo Cf tuvo la misma diferencia con
Sp, Cf + Sp 400 (P = 0.001).

Las esternebras como el resto del esqueleto se vieron afectadas por la admi-
nistracion de la Cf, asi como un efecto protector de la Sp, que se relaciona con su
dosis. La esternebra |, sin alteraciones en los grupos Control, Sp, Cf + Sp 400 se
diferencian de los grupos Cf, Cf + Sp 100 y Cf + Sp 200 (P < 0.001). Las esterne-
bras II, Ill, IV'y VI el grupo Control con diferencia con Cf, Cf + Sp 100 y Cf + Sp 200
(P =0.001), mientras el grupo Cf con Sp, Cf + Sp 400 y Cf + Sp 200 (P < 0.001).
En el caso de la esternebra V el grupo Control mantuvo diferencia con los grupos
Cf, Cf + Sp 100 (P = 0.001) y Cf + Sp 200 (P = 0.038), mientras el grupo Cf la
diferencia se presentd con los grupos Sp, Cf + Sp 400 y Cf + Sp 200 (P < 0.001).

En costillas, tanto en las verdaderas, las falsas como en las flotantes en el grupo
Control, no hay alteraciones guardo diferencia con Cf, Cf + Sp 100 y Cf + Sp 200
(P <0.001), por otro lado el grupo Cf con los grupos Sp, Cf + Sp 400, Cf + Sp 200
y Cf + Sp 100 (P < 0.001).

Los huesos de la cadera son afectados por la exposicion a la Cf, efecto que
se contraresta conforme se incrementa la dosis de Sp. Especificamente, al eva-
luar el ilion del grupo Control tuvo diferencia con Cf (P < 0.001), Cf + Sp 100
(P = 0.012), mientras, el grupo Cf presentd una diferencia significativa con los
grupos Sp, Cf + Sp 400, Cf + Sp 200 y Cf + Sp 100 (P < 0.001). En el isquién y el
pubis el grupo Control se diferencié de los grupos Cf, Cf + Sp 100 y Cf + Sp 200
(P = 0.001), en tanto, Cf presento diferencia con Sp, Cf + Sp 400, Cf + Sp 200 y
Cf + Sp 100 (P < 0.001).

Las diferencias entre los grupos, también se manifiestan en la clavicula y
la escapula, donde el grupo Control presentd diferencia con Cf y Cf + Sp 100
(P<0.001), por otro lado, el grupo de Cf la presenté con los grupos Sp, Cf + Sp 400,
Cf + Sp 200 y Cf + Sp 100 (P < 0.001).

Los huesos de las extremidades anteriores son de las més afectadas por la Cf,
es por ello que el himero, el carpo y el metacarpo mostraron diferencias entre el
grupo Control con los grupos Cf, Cf + Sp 100 y Cf + Sp 200 (P < 0.001), el grupo
con mas alteraciones fue el de Cf que presenté diferencia con Sp, Cf + Sp 400,
Cf + Sp 200 y Cf + Sp 100 (P < 0.001). En el radio y la tlna el grupo Control
tuvo diferencia con Cf, Cf + Sp 100, Cf + Sp 200 y Cf + Sp 400 (P < 0.001), y
el grupo Cf presenta diferencia con Sp, Cf + Sp 400, Cf + Sp 200 y Cf + Sp 100
(P < 0.001).
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Cuadro 4. Enzimas antioxidantes y dafo oxidativo en los higados fetales provenientes de hembras tratadas
con ciclofosfamida y diferentes dosis de espirulina

: o)) GPx CAT .

Control 299.3 £59.34 105.5 £ 13 4578 = 83 554 + 6.74 0.73 £ 0.12

cf 275.6 £ 84.51 1438+ 104 3964 £ 11 48.0 £ 5.11 0.56 £ 0.05 @
Sp 400 991.3 + 96.65 b 1812 +£25ab 6090 *+ 99 437 £ 3.32 071+0.16°
Cf + Sp 100 302.9 £ 64.6 139.1 £ 55ab 4862 £ 10 46.3 £ 4.70 0.75 £ 0.06 P
Cf + Sp 200 3619 +66.13 2248 + 46 ab 4600 £ 16 412+ 522 0.70 £ 0.08 b
Cf + Sp 400 531.5+91.20 2768 £ 483 b 6635 = 17 472 + 4.44 128+034b

Los resultados se expresan como la media + ES. Los tratamientos corresponden a: Control (vehiculos: agua y suero, segun
sea Sp o Cf); Cf, 20 mg/kg (administracion Unica dia 10 de la gestacién); Sp 400 mg/kg; Cf + Sp 100 = Cf, 20 mg/

kg + Sp, 100 mg/kg; Cf + Sp 200 = Cf, 20 mg/kg + Sp, 200 mg/kg, y Cf + Sp 400 = Cf, 20 mg/kg + Sp, 400 mg/kg. La Sp
se administro del dia 6 al 16 de la gestacion. Se muestra la actividad de enzimas antioxidantes superdxido dismutasa (SOD),
glutation peroxidasa (Gpx) y catalasa (CAT), mientras el dafo oxidativo se determind por la concentracion de malondialdehido
(MDA) y grupos carbonilo (C = 0).

La parte de las extremidades més afectadas por la Cf son las falanges, mos-
trando diferencia significativa entre el grupo Control con los grupos Cf, Cf + Sp 100,
Cf + Sp 200 y Cf + Sp 400 (P < 0.001), presentdndose la misma diferencia entre
el grupo Cf con los grupos Sp, Cf + Sp 400, Cf + Sp 200 y Cf 4+ Sp 100.

De la extremidad posterior, el fémur, la tibia, la fibula y las falanges, presenta-
ron diferencias entre el grupo Control que mantuvé una diferencia significativa con
los grupos Cf, Cf + Sp 100, Cf + Sp 200 y Cf + Sp 400 (P < 0.001), mientras que
el grupo Cf la tuvo con los grupos Sp, Cf + Sp 400, Cf + Sp 200 y Cf + Sp 100
(P =0.0071), excepto en el femur con Cf + Sp 100 (P = 0.002).

Determinaciones bioquimicas
En el Cuadro 4 se presentan los resultados del estudio bioquimico. De las enzimas
antioxidantes, SOD fue la més elevada en el grupo de Sp 400 mg/kg con diferencia
significativa en relacion con el grupo control. Por otro lado, la actividad de GPx au-
mentd significativamente P = 0.047 comparada con las de los grupos Control y Cf.
Sin embargo, la actividad de CAT no difirié significativamente, aunque se observd
una tendencia a disminuir en el grupo Cf y a aumentar en el grupo Sp 400.
Respecto al dafio oxidativo, medido por la concentracién de MDA, ninguno de
los grupos arrojo diferencias significativas P < 0.050 frente al grupo Control ni con
el grupo Cf. Mientras que, en la oxidacién de proteinas, todos los tratados con Sp
se diferenciaron significativamente del grupo Cf (Cuadro 4).

Discusién

Se ha demostrado ampliamente que la Sp posee diferentes actividades farma-
coldgicas y antitdxicas que han sido comprobadas en humanos y animales de
experimentacion.('> 25) En animales, se ha encontrado que algunas de ellas se
atribuyen principalmente a su actividad antioxidante, por el abundante contenido
de betacaroteno, catalasa, superéxido dismutasa y glutation.(7 26)
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Aunque se han hecho investigaciones sobre la efectividad de la Sp, asociadas
principalmente a sus efectos antioxidantes para proteger del dafio que algunos
agentes causan en el desarrollo embrionario en animales,(27. 28) no se han llevado
a cabo estudios sobre la accién que pueda ejercer contra los efectos teratogénicos
por Cf —un proférmaco con caracteristicas quimicas y farmacologicas diferentes y
particulares—.

Aunado a lo anterior, la Sp ha demostrado ser una cianobacteria segura que no
produce toxicidad al ser administrada a roedores en estudios agudos, subcrénicos,
crénicos y genotaxicos.(2%) Al mismo tiempo, en investigaciones sobre toxicidad re-
productiva a altas dosis, ha demostrado estar exenta de producir efectos nocivos.(2%)

Respecto al efecto de la Cf sobre el peso materno, entre otros, Miller et al.()
no reportan diferencias significativas entre los grupos, mientras que otros investiga-
dores hallaron una reduccion significativa, ain administrada en forma concomitan-
te con oxidantes como vanadio® o extracto de té verde.(®)

En el presente estudio, después de iniciar la administracion de Sp, los ratones
gestantes empezaron a disminuir su peso en comparacion con los grupos Control
y Cf. Sin embargo, al final de la gestacién se recuperaron, sin manifestar diferencia
entre los grupos. Lo anterior se asocia a efectos de la Arthrospira maxima, que
como Heo y Choung®9 sefialan, se atribuye a una reduccién del tejido adiposo
blanco en la cepa de ratén CD-1 por la disminucion de la lipogénesis y la adipo-
génesis, aunada a la activacion de la termogénesis que promueve el metabolismo
del tejido adiposo marron.(31)

Ademaés, la Sp, contiene gran cantidad de proteina, que suple deficiencias
nutricionales y modula la ingesta de alimento (reduce leptinas y la fenilalanina
que promueve liberacion de colecistoquinina).>") Por otro lado, los acidos grasos
poliinsaturados (PUFA) de cadena larga de la Sp, son convertidos en &cido doco-
sahexaenoico (DHA), esencial durante la gestacion, debido a que el organismo
no los produce de manera eficiente para cubrir los requeridos en el desarrollo
placentario y fetal.(32)

Los 4cidos grasos suministrados por la Sp promueven cambios en el metabo-
lismo de los lipidos que favorecen la termogénesis, como se ha sefialado, accién
que origina que las crfas tengan mayor peso, aunque no influye en el de las ma-
dres, como lo reportan Carpio et al.3!) en ratas gestantes-lactantes.

Rezaei et al,(>?) en ratas a las que les administraron Cf en el DG 13, reportaron
disminucion de peso y del didmetro de la placenta, debido a una reduccién en el
grosor del laberinto, situacién que favorece el paso de este agente al feto.(33) En
nuestro estudio, en los grupos Cf y Cf + Sp 200 la reduccién del didmetro de la
placenta y de la longitud del corddn umbilical fue significativa, aunque sin diferen-
cia en el peso. Las arterias espirales poco desarrolladas causan hipoxia y por tanto
reperfusion, que exacerba el estrés oxidativo, contribuyendo al dafio del propio
tejido placentario y provocando ademés retraso del crecimiento fetal.(5%)

Diversos autores han confirmado que la Cf administrada en el DG 10 produce
malformaciones en ratones sin ser embrioletales ni causar toxicidad aparente en
las hembras gestantes.( % ©) Lo hallado en nuestro estudio concuerda con lo antes
discutido, ademds no se observan alteraciones en los pardmetros reproductivos,
aunque sf una tendencia al aumento de reabsorciones y muertes fetales en el
grupo tratado con Cf y dosis bajas de Sp.
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La ciclofosfamida ha sido objeto de varios estudios de toxicidad, donde se
han sefialado dafios en diferentes drganos y sistemas, tanto en humanos como en
animales. (246,35 En contraparte, la Sp o algunos de sus componentes como los
B-carotenos, promueven el crecimiento, la diferenciacion de los tejidos epiteliales
y el desarrollo embrionario.

Los &cidos grasos poliinsaturados (PUFA), el acido eicosapentaenoico (EPA) y
el acido docosahexaenoico (DHA) resultan esenciales para el desarrollo del siste-
ma neural,(19) contrarrestando los efectos téxicos de la Cf. Lo anterior se corrobora
con los resultados de este estudio que muestran que los fetos de las madres trata-
das con Sp no presentaron malformaciones macroscopicas ni esqueléticas, y sf, un
aumento significativo de peso, tamafio y grado de osificacién en comparacién con
los fetos del grupo Control.

Un alto porcentaje (94.38 %) de fetos del grupo Cf exhibieron al menos una
malformacion, mientras es significativo el efecto protector de la Sp, aun en dosis
bajas, Cf + Sp 100 (66.99 %) y Cf + Sp 200 (66.28 %), aunque los resultados
mas importantes se encontraron en el grupo Cf + Sp 400.

Para proteger de los efectos teratogenos de la Cf, se han empleado antioxidan-
tes, como Miller et al.() lo ha hecho, administraron N-acetil-L-cisteina y disminu-
yeron los defectos en costillas, vértebras, esternén vy, en general, en la osificacion.
En nuestro estudio, al emplear Sp disminuyeron de forma significativa los dafios en
el total del esqueleto, en especial cuando la dosis fue de 400 mg/kg, y también
tuvieron una mejor osificacion.

La incidencia del paladar hendido inducido por Cf en nuestro trabajo (64 %)
es muy similar a los resultados de otros estudiosos.*9) Considérese que el cie-
rre del paladar estéd influenciado embrioldgicamente por otras estructuras locales
como la lengua y la mandibula. Esta Ultima, que puede manifestarse como microg-
natia, se manifiesta como un efecto de la Cf.(* ©) Su menor tamafio corresponde al
del maxilar —caracteristica fisioldgica de los mamiferos para el amamantamiento—,
como lo sefialan Leite et al.,(®®) la disminucién de la osificacion por efecto de la
Cf(37) afecta la movilidad intrauterina de la mandibula, por tanto de la lengua, lo
que a su vez favorece el paladar hendido.(38)

Sudrez et al.(>9) han sefialado que el incremento de la actividad de SOD es
un reflejo de una elevada generacién de anidn superdxido durante tiempo pro-
longado, lo que llega a inactivar esta enzima antioxidante. En este caso, el aporte
exogeno de SOD a través de Sp evita dafios por estrés oxidativo, lo que conduce a
que los fetos del grupo Sp 400 tengan mayor tamafio y peso, y mejor mineraliza-
cién, ademds de nacer sin malformaciones. También, SOD en la Sp contrarresta el
estrés oxidativo producido por Cf y sus metabolitos, logrando efectos protectores
especialmente a 400 mg/kg, dosis con la que los fetos tienen un tamafo y peso
similar a los de control, y disminuyen significativamente los dafios teratogénicos
inducidos por Cf.

CAT se considera una enzima antioxidante prescindible durante la gesta-
cion,(9) ya que ratones genéticamente modificados, en los cuales se inhibe la
sintesis de esta enzima en el higado, contintian convirtiendo el perdxido de hidro-
geno en agua, lo que no compromete el desarrollo fetal.*!) Por otro lado, se ha
observado que en el caso de la Cf, el glutation (GSH) es una enzima antioxidante
que participa de forma importante, es por ello que al unirse al farmaco o a sus me-
tabolitos, llega a saturarse en su actividad.(») En realidad, los embriones de ratén
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tienen una muy baja capacidad de sintesis de GSH, cuya falta puede dar lugar a un
desarrollo embrionario anormal.(0)

La Sp contiene carotenoides como fuente de vitamina A, que quizé influyen en
la sintesis o actividad de GPx. La actividad de GPx en los grupos a los que se les ad-
ministré Sp sola o con Cf muestra diferencia significativa, tanto con el grupo Control
como con el de Cf, lo que sugiere actividad protectora ante el estrés oxidativo. De
Haan et al.(*?) sefialan que el higado es el érgano que produce més SOD en citosol
y GPx en la etapa embrionaria, y en neonatos de ratén, independientemente del
consumo o la exposicién a oxigeno; asf, estas enzimas antioxidantes son las que
mads contrarrestan los dafos producidos por especies reactivas de oxigeno (ROS).

Ufer y Wang(“?) consideran una alternativa para determinar los efectos de
ROS —dafios como malformaciones, asi como la oxidacion de lipidos y proteinas—,
aunque considérese la vida media de estas macromoléculas como mecanismos
de reparacién, que pueden indicar un dafio a corto plazo o acumulativo por ROS.

En este estudio, no se encontraron diferencias entre grupos respecto al ma-
londialdehido —biomarcador del producto final de la lipoperoxidacién—. El dafio
se pudo haber reparado si se considera el tiempo entre la administracion de la Cf
(DG 10) vy la obtencién del higado (DG 17), aunado al efecto de sus componen-
tes como la ficocianina y los p-carotenos que inhiben la lipoperoxidacién.('9) Por
otro lado, las proteinas del grupo Cf se oxidaron significativamente mds que las de
todos, por lo que se debe de considerar, como sefialan Jové et al.(*3) que las protei-
nas dafiadas por ROS o por los propios compuestos de la lipoxidacion se conservan
mas tiempo, es decir, son dafios mas estables.

Se ha analizado la relacién entre bajas concentraciones de CAT y GSH, asf como
la elevacién de MDA con el aumento de oxidantes en liquido amnidtico y sangre pe-
riférica en mujeres cuyos fetos tienen anomalias congénitas del sistema nervioso.(*4)
Por esta razon, se ha propuesto el uso de diferentes antioxidantes en ratones de
experimentacion tratados con Cf, que al incrementar las ROS, conducen a defectos
ectodérmicos y mesenquimales durante la organogénesis.(24 ©)

SOD es imprescindible durante el desarrollo de los embriones de ratén; otras
enzimas como GPx y CAT, a pesar de su poca capacidad de sintesis, pueden
compensar sus funciones antioxidantes entre ellas o por otros mecanismos.*?)
Ademas, SOD auin después del nacimiento, puede acarrear alteraciones o suscep-
tibilidad a diversas enfermedades. La Sp favorece un adecuado efecto antioxidante,
con amplios estudios en humanos como en animales, lo que constituye una nueva
propuesta de su uso para evitar malformaciones asociadas al dafio por ROS cau-
sado por Cf.

Conclusiones

La Sp, en su calidad de antioxidante, administrada a ratones CD1 durante la orga-
nogénesis, protege de las malformaciones causadas por Cf al disminuir las espe-
cies reactivas de oxigeno inducidas por este agente, y previniendo la oxidacion, en
especial de proteinas, donde 400 mg/kg es la dosis més efectiva, al aumentar la
concentracion de SOD y GPx.
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Disponibilidad de datos

Todos los datos se encuentran en el manuscrito y material de apoyo.
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