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Introduccion

El bromato de potasio (KBrO,) es empleado para aumentar

NOTA CIENTIFICA

Embriotoxicidad del bromato de potasio en raton (Mus musculus)

Potassium bromate embryotoxicity in mouse (Mus musculus)

José M. Gonzales*, José L. Pino

Resumen

Se evalud in vivo los efectos de bromato de potasio (KBr0,) sobre el desarrollo de embriones pre-
implantacionales de raton. Ratonas prefiadas fueron tratadas con una dosis Unica de KBr0, (68,5
mg/kg de peso corporal; n= 8) y un grupo control (C) tratado con agua destilada (n= 7) en el dia
1; al cuarto dia de prefiez, las hembras fueron sacrificadas, los embriones fueron extraidos de los
oviductos y de los cuernos uterinos para la evaluacion. EI KBr0, produjo un retraso en el desar-
rollo embrionario, encontrandose un 76,9+7,8 y 11,245,5 en porcentaje de blastocistos y moérulas
respectivamente en el C en comparacion de un 34,8+11,2 y 49,3+11,9 de la misma relacion en el
grupo tratado, mostrando diferencias significativas(p<0,05). En cuanto a la calidad embrionaria, se
observé un incremento en el porcentaje de embriones de baja calidad (grado Il y degenerados) en
el grupo tratado, pero esta diferencia no es estadisticamente significativa (p>0,05). En conclusion
podemos decir que el KBr0, produce un efecto dafiino sobre el embrion, causando retraso en su
desarrollo.

Palabras clave: Bromato de potasio, preimplantacional, ROS, embriotoxicidad, raton.
Abstract

The effect of potassium bromate (KBr0,)on preimplantation mouse embryo development was
evaluated in vivo. Pregnant mice were treated with unique dose of KBr0, (68,5 mg/kg of corporal
weight; n= 8) and a control (C) provided with distilled water (n= 7) on day 1; at the fourth day of
pregnancy, females were sacrificed, embryos were flushed from oviducts and uterine horns for
evaluation. KBr0, causes a delay in the embryonic development, 76,9+7,8 y 11,2+5,5 percent of
blastocyst and morulaes respectively in the control group comparing with 34,8+11,2 y 49,3+11,9
percent of the same relation in the treated group, showing significative difference (p<0,05). Con-
cerning to the embryonic quality, an increase in the percentage of low quality embryos (degree lll
and degenerated) in the treated group is observed, but this difference is not statistically significant
(p>0,05). In conclusion we can say that KBr0, produces a harmful effect on the embryo causing
a delay on its development.

Keywords: Potassium bromate, preimplantational, ROS, embriotoxicity, mouse.

produciendo peroxidacién lipidica y danos al ADN, ademds
se report6 dafios al riién en donde también se evidencié su

y mejorar la consistencia de la masa de pan y pasteles, favoreci-
endo asf su presentacion y reduciendo el costo del consumo de
energfa en la coccién.

Desde 1992, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la
Organizacién de las Naciones Unidas para Agricultura y Alimen-
tacién (FAO) consideran al bromato de potasio como sustancia
nociva para los humanos, debido a que su ingestién prolongada
puede causar vomitos, diarreas, metahemoglobinemia y dafios
renales; ademds, tiene efectos mutagénicos, destruye la vitamina
B, e inhibe la disponibilidad del hierro y degrada el 4cido félico
(Budavari et al., 1989). De igual forma, la Agencia Internacio-
nal de Investigacién para el Cdncer reconocié que su consumo
incrementa los riesgos de contraer cdncer (IARC, 1986).

Se sabe que el KBrO, produce dafo oxidativo al ADN (Speit
etal., 1999; O’Donoghue et al., 1999), lo cual se verifica con el
incremento de la frecuencia de microntcleos (MN) en células de
la médula dsea de ratén, cuando es administrado ya sea por via
oral o intraperitoneal (Hayashi et al., 1988; 1989). Se conocen
sus propiedades citotdxicas, mutagénicas y genotoxicas, por
su capacidad de producir especies reactivas de oxigeno (ROS)

propiedad carcinogénica. (U.S. EPA, 2001).

No existen reportes concluyentes del efecto del KBrO, a
nivel reproductivo y menos a nivel de diferenciacién temprana

(Kurokawa et al., 1990).

El objetivo del presente estudio es evaluar el efecto téxico de
KBrO, sobre el desarrollo de embriones preimplantacionales
de ratén.

Materiales y métodos
Animales

Se utilizaron ratones hembras virgenes de la cepa Albino
Swiss Rockefeller entre 7 — 10 semanas de edad, mantenidos en
condiciones estdndar de bioterio con un fotoperiodo de 14 horas
de luz/10 horas de oscuridad y con una temperatura ambiente
entre 22-24 °C, mantenidos con alimento balanceado (Purina,
Pertl) y agua ad libitum.

Quimicos

Bromato de potasio (KBrO,) (Baker CAS: 7758-01-2), Buffer
Fosfato Salino (PBS) pH 7,2 (Sigma).
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Disefio experimental

Ratonas en etapa de estro o proestro, fueron cruzadas con un
macho semental toda la noche y la presencia del tapén vaginal
al dia siguiente fue senal de que ocurrié la copula y fue tomado
como dia 1(D1) de la prefiez.

A las ratonas prenadas se les administré intraperitonealmente
(ip), una dosis inica de KBrO, (68,5 mg/kg de peso corporal(pc);
n= 8) y al grupo control (C) se los traté (ip) sélo con agua
destilada(n=7) en D1; al cuarto dia (D4) post c6pula; las ratonas
fueron pesadas y posteriormente sacrificadas por dislocacién cer-
vical, se procedié a extraer los ovarios (para el conteo de cuerpos
lateos), los oviductos y titero(para la obtencién de los embriones
mediante un lavado con una solucién de PBS (pH 7,4).

Para la evaluacién morfolégica de los embriones, tanto en
estadio del desarrollo como en la de gradacién de la calidad
embrionaria, se consideraron los criterios de Dorn & Kraemer
(1987) y Baczkowski et al. (2004), que usan un sistema de 3
grados con categorias numéricas que van de alta calidad a una
mas baja (grado I-1II) y una categoria degenerado; el sistema de
gradacién de embriones indica si los embriones tienen el poten-
cial para continuar su desarrollo. Este sistema toma en cuenta el
correcto clivaje de los blastémeros (que deben ser de igual tamano
y no extruidos de la masa embrionaria compacta), ademds de la
ausencia o presencia de fragmentaciones citoplasmdticas.

Estadistica

Los datos paramétricos fueron analizados por ANOVA vy los
no paramétricos por la prueba de Kruskal-Wallis y los resultados
corroborados por Bonferroni, t-test y Mann-Whitney U-test
respectivamente. Un nivel de probabilidad menor del 5% fue
considerado significativo.

Resultados

No hubo muerte materna durante el experimento; los pardme-
tros materno y reproductivo fueron similares entre C y el grupo
tratado (Tabla 1). En el desarrollo embrionario, se observé una
diferencia significativa (p<0,05) en el porcentaje de mérulas y
blastocistos del grupo tratado en comparacién con C (Tabla 2).
EnlaTabla 3, se presenta la evaluacién de la calidad embrionaria,
mostrdndose un incremento en el porcentaje de embriones de
baja calidad (grado III y degenerados) en el grupo tratado, pero
esta diferencia no es estadisticamente significativa(p>0,05).

Tabla 1. Parametros maternos y reproductivos en C y el grupo
tratado con Bromato de potasio.

Control ~ KBrO, (68,5
(H,0)  mg/kg/pc)
Hembras prefiadas 7 8
Peso maternal (media + SE)
Dia1 302%+15 283%1,3
Dia 4 29,7+1,7 262%1,3
Diferencia de pesos (media + SE)
Dial-4 06%04 2,1+£0,7
N° embriones (media + SE) 10,6 + 0,6 103+1,1
N° cuerpos ltuteos (media + SE) 11,4+0,7 10,7%1,1

Tabla 2. Comparacién de porcentajes de los estadios embri-
onarios entre C y el grupo tratado.

Control KBrO, (68,5
(H0)  mg/kg/pc)
N° embriones 74 82
Porcentaje de embriones en:
2 a 8 células (media + SE) 6,7+ 4,5 12,2+ 5,9
Morula (media + SE) 112+ 55 493+11,9*
Blastocisto (media * SE) 769+ 7,8 34,8 +11,2*
No determinado (media +SE) 52+ 2,7 3,8+ 3,7

Control vs.tratado *P<0,05 Kruskal-Wallis test y Mann-Whitney U-test.
SE. error estandar de la media.

Discusidn

Para probar si un compuesto xenobidtico tiene propiedades
embriotdxicas o afecta el desarrollo del embrién, debemos usar
dosis que no produzcan efectos téxicos a la madre. En nuestro
estudio la dosis suministrada no mostré evidencia de toxicidad
materna (Tabla 1).

Austin (1973) y Sadler & Langman (1993) consideran que el
embrién durante el peridodo preimplantacional cumple la regla de
“todo o nada”, esto es debido a la totipotencialidad que mantiene
cada blastémero; es decir, si una es danada esta va a ser reemplazada
o si son muchas entonces el embrién no continda su desarrollo. Sin
embargo, considerando que aproximadamente el 70% de los defec-
tos congénitos son de etiologfa desconocida, existe ahora evidencia
que la exposicién durante la etapa de preorganogénesis a ciertos
agentes puede conducir a anormalidades fetales como un resultado
del dafio directo al embrién temprano expuesto (Kimmel et al.,
1993). Antes del estado de mérula, los blastomeros individuales
del embrién no se encuentran compactados; consecuentemente,
todos estan expuestos al ambiente externo en igual grado, pudiendo
considerarse a cada blastémero como una entidad independiente
por la ausencia de mecanismos regulatorios presentes en un tejido
multicelular (Gutierrez-Pajarez, 2000).

En este trabajo la exposicion de los embriones al KBrO, fue
precisamente en un estado anterior a la formacién de la mérula,
con la intencién de evaluar el posible efecto téxico de éste com-
puesto en un estadio temprano de segmentacién.

Tabla 3. Comparacion de porcentajes de calidad embrion-
aria entre C y el grupo tratado.

Control KBrO3 (68,5
(H20) mg/kg/pc)
N° embriones 74 82
Porcentaje de Embriones con:
Grado I (media +SE) 26,6 + 11,5 12,7+ 4,3
Grado II (media +SE) 62,0+ 12,1 33,8+ 82
Grado III (media +SE) 4,4+ 2,1 29,6 £12,2
Degenerado (media + SE) 70+ 27 23,5+11,7

Control vs.tratado *P<0,05 Kruskal-Wallis test y Mann-Whitney
U-test.
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Figura 1. Porcentaje de embriones obtenidos en los diferentes

estadios en los grupos control y tratado (* p<0,05; Kruskal-
Wallis test y Mann-Whitney U-test.)

En los resultados de laTabla 2, se observa que KBrO, produjo
un retraso en el desarrollo embrionario, disminuyendo el porcen-
taje de blastocistos en un 42,1% y aumentando el de mérulas en
un 38,1% en el grupo tratado en comparacién con C, diferencias
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que fueron estadisticamente significativas (p<0,05), evidenciando
un efecto sobre el normal desarrollo del embrién (Fig 1).

Para que una divisién celular ocurra, antes debe haber con-
cluido una correcta replicacién del ADN, si no se completa esta
replicacién, entonces no se da la citocinesis; por otra parte se
sabe que KBrO, causa quiebres de los filamentos de ADN, daos
oxidativos en las bases del ADN (O’Donoghue et al., 1999),
aberraciones cromosdmicas y mutaciones génicas (Speit et al.,
1999); es probable que estos efectos, activen los mecanismos de
reparacién intrinsecos a la replicacidn, lo que conllevarfa a un
retraso en el inicio de la citocinesis; esto explicaria el resultado
encontrado en nuestro trabajo.

En la Figura 2 y Tabla 3 se observa un incremento en el por-
centaje de embriones de baja calidad (grado III y degenerados)
(p>0,05); en el grupo tratado con KBrOS, demostrindose una al-
teracién de la calidad embrionaria en base al criterio morfoldgico;
probablemente, la capacidad del compuesto de producir especies
reactivas de oxigeno (ROS) induciendo peroxidacién lipidica y
danos al ADN (U.S. EPA, 2001), influencié en el dafio celular
incrementando la frecuencia de embriones de baja calidad que
tendrian poca posibilidad de continuar su desarrollo.

En conclusion podemos decir que el KBr0, produce un efecto
dafiino sobre el embrién causando un retraso en su desarrollo.
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