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RESUMEN

Se han estudiado experimentalmente las malformaciones producidas en las extremida-
des del embrién de pollo mediante la irradiacién con Co-60, con dosis de 500 a 1.500
rads en los distintos estadios del desarrollo embrionario, desde el comienzo de la incuba-
¢16n hasta los diez dias. Se exponen las malformaciones obtenidas en los miembros infe-

riores y en las alas segiin el estadio embriolégico y las dosis de radiacion empleada.
Descriptores: Irradiacion y malformaciones. Malformaciones de los miembros.

SUMMARY

Experimental development limbs anormality in the chick embryo by Co-60 radiation is
reported along a period of time from hatching until ten days after birth. The malforma-
tions in the lower limbs and in the wings are described according to the embriological sta-

ge ant the radiation dose used.

Key words: Experimental deformity of Co-60 radiation.

Considerando la «malformaciéon congé-
nita» como toda alteracion anatémica pre-
sente en el momento del nacimiento, y que
se encuentra fuera del margen de variacion
bioldgica normal de la especie humana
(BECKER) (1); no es preciso que la dismorfia
sea visible en el momento del nacimiento,
sino que ésta puede aparecer en una fase
posterior del desarrollo.

Una serie de malformaciones congénitas
se originan de forma evidente por la accion
teratdgena de genes especificos, dando lugar
a alteraciones de tipo hereditario, siendo és-
tas unas veces de tipo dominante (condro-
displasia, aracnodactilia, disostosis cleido-

craneal, etc.) que pasan directamente a la
descendencia de generacidn en generacion,
salvo cuando se precduce una mutacidon ge-
nética. Otras malformaciones son de trans-
mision recesiva (enf. de Morquio, gargolis-
mo, etc.).

Ahora bien, en otras ocasiones la mal-
formacién se produce por la accidon de agen-
tes teratdgenos externos, que actuando sobre
el desarrollo embrionario van a dar lugar a
la malformacion.

Aunque se ha tratado de encontrar facto-
res teratogénicos ambientales, hasta el mo-
mento solo se han identificado un reducido
numero de causas exdgenas que ofrecen una
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cierta relacidn etioldgica relativamente clara
con el desarrollo de malformaciones congé-
nitas en la especie humana (FRASSER vy
FAINSTAD, 1951) (2). Estas causas se pueden
esquematizar de la siguiente forma:

1 - Los efectos de los rayos X sobre el
desarrollo ontogénico, especialmente en su
aplicacién terapéutica a las gestantes o por
contaminacion radioactiva.

2.~ La accidn de infecciones viricas sobre
el desarrollo embrionario, especialmente la
rubeola (GREG, 1941) (3).

3.—La influencia nociva de la carencia
de oxigeno (hipoxia o anoxia) sobre el desa-
rrollo embrionario. Una carencia de oxige-
no atmosférico, por ejemplo, la estancia en
elevadas alturas, puede dar lugar a altera-
ciones congénitas (INGALLS, 1958) (4).

4.~ La acciéon de la aminopterina (4cido
4-aminopteriglutdmico), en especial por lo
que concierne a la administracion a las em-
barazadas para inducir el aborto terapéutico
(WARKANY, 1959) (5).

5.— La accion de la progesterona sintética
sobre el desarrollo embrionario, particular-
mente en el tratamiento del aborto inminente,

6.~ La accién teratogena de hipnoticos y
tranquilizantes, como por ejemplo, la ac-
cion de la talidomida (dcido N-ftalil-imido-
glutdmico) sobre el desarrollo del embridn,
como se pudo observar desde 1959 en varios
paises, especialmente en Alemania Federal,
su accidn como agente responsable de mal-
formaciones es las extremidades (LENZ y
KNaPP, 1962) (6).

La experiencia ha demostrado, por otra
parte, que los factores teratdgenos descritos
no siempre desvian de su desarrollo normal
a los embriones expuestos, y asi, por ejem-
plo, s6lo el 5-30 por 100 de las infecciones
rubedlicas de las embarazadas durante el
primer tercio del embarazo producen efectos
teratégenos, y la ingestion de talidomida en-
tre la cuarta y octava semana del embarazo

implica sélo un 20 por 100 de riesgo de le-
sionar el desarrollo ontogénico (6). Ello es
debido a la sensibilidad especifica del em-
brion en determinada fase del desarrollo on-
togénico, y como sefiald FRASSER (2) en un
amplio grupo de malformaciones congéni-
tas, los factores genéticos actuan modifican-
do el umbral de sensibilidad de los embrio-
nes a las influencias teratogenas externas.

El mecanismo de accién de todos estos
agentes ha podido comprenderse mejor gra-
cias a los estudios de la teratologia experi-
mental, cuyo objetivo es el estudio de los
efectos producidos por los agentes exogenos
sobre el embrion en desarrollo. Se trata de
modificar la armonia natural de la morfogé-
nesis en un momento cronoldgico determi-
nado y en ciertos casos hasta en territorios
embrionarios selectivos.

Los agentes teratdgenos utilizados en ex-
perimentaciéon animal® han sido recogidos
por WILSON (1953) (7) en los siguientes
apartados:

I — Factores fisicos, como las radiaciones
ionizantes, utilizadas muy frecuentemente:
RUSSELL (8) en embridn de ratén, GOFF (9).
REYSS-BRION (10), KARNOFSKY (11), en em-
brion de pollo y DEHENHART (12) en em-
briones de ratas. También se han utilizado
la hipotermia, la hipoxia (INGALLS y CUR-
LEY, (15) sobre embridn de ratén y MURA-
KAMI (14) en ratas).

2.~ Deficiencias alimentarias o privacién
total de alimentos (WARKANY y cols. 15),
en ratas gestantes.

3.—El empleo de antimetabolitos como
la asacerina (KARNOFSKY, 16), el 5-fluo-
racilo, el uretano, el 6-aminonicotinamida
(DAGG, 17), etc. en el embrién de pollo.

4.~ Hormonas como la cortisona y deri-
vados (KARNOFSKY, 16), la insulina (LAN-
DAUER, 18), estrdgenos y androgenos, etc.

5~ Las infecciones, habiéndose emplea-
do el virus A de la influenza (HAMBUERGER
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y HABEL, 19), el virus del herpes simple, el
virus de Newcastle, etc.

6.— Otros diversos farmacos y quimiote-
rdpicos, como algunos oligoelementos,
como el selenio y manganeso, que pueden
ser teratdgenos (GRUNDWALD, 20), la pilo-
carpina (LANDAUER, 18), y el cloruro de li-
tio empleado por LEHMANN (21) en embrio-
nes de triton alpestre.

Como resumen de todos los estudios ex-
perimentales realizados podemos decir que
los diversos agentes teratogenos actuan pro-
duciendo una determinada malformacion
congénita seguin el momento cronoldgico de
actuacion sobre el desarrolio embrionario,
debido a que la sensibilidad sobre los rudi-
mentos embriogénicos dependen del grado
de diferenciacion alcanzado por éstos. Y es
durante la fase de madxima organogénesis
cuando la sensibilidad a los diversos agentes
es maxima. Parece ser que el efecto sobre
las fases tempranas del desarrollo embriona-
rio consiste fundamentalmente en la modifi-
cacion del curso de las mitosis dentro de los
blastemas sensibles, provocando la muerte
celular, de manera que si ésta sobrepasa los
limites de la compensacion se inicia una al-
teracion de la organogénesis que se manifes-
tard por una malformacion congénita.

Nosotros hemos estudiado en este trabajo
el efecto de la radiacidn sobre el desarrollo
esquelético de los miembros en el embnon
de pollo. empleando para ello la radiacion
gamma del tipo de la emitida por el Cobal-
10-60, debido a que en nuestra revision bi-
bliografica no hemos encontrado trabajos
realizados con este agente, ya que la mayo-
ria de'los autores utilizan la radioterapia de
ortovoltaje de 200 a 250 KV, y hemos crei-
do intercsante el utilizar este tipo de radia-
cién en teratologia experimental.

El efecto de la radiacion ionizante sobre
el desarrollo embriolégico ha sido estudiado
exhaustivamente por diversos autores. Ya
en 1904, s6lo nueve anos después del descu-
brimiento de ROENTGEN, GILLMAN (22) fue

el primero en sefalar que los rayos X eran
téxicos para el embrién de pollo, produ-
ciendo retrasos en el crecimiento y anorma-
lidades del desarrollo. Posteriormente cabe
destacar los trabajos de ESSEMBERG en 1935
(23), estudiando los efectos de los rayos X
sobre el desarrollo del embridn de pollo, en
el que sefiala un periodo critico de induc-
cion de anormalidades en los miembros a
las 48 horas de incubacion. KARNOFSKY, en
1950 (11) estudia la toxicidad de los rayos
X en el embrion de pollo viendo que los
cfectos con muerte inmediata tienen un mad-
ximo de incidencia en el octavo dia de la in-
cubacidén. cosa que ha podido ser confirma-
da por nosotros (ZARAGOZA ¢ [BORRA, 24).
Hicks, en 1953 (25), estudia las alteraciones
en el esqueleto de los miembros de las ratas
irradiadas entre el 10.° y 13.° dia de gesta-
cidn. RUSSELL. en 1956 (8). realiza el mas
completo estudio de la radiacion sobre em-
briones de ratdn, irradiando ratas gestantes
desde el 6 1/2 al 12 1/2 dias de embarazo,
época ésta de mdxima organogénesis en el
ratén. Este autor senala como cada anorma-
lidad observada en los ratones recién naci-
dos, puede producirse por irradiacién solo
durante un corto periodo de tiempo. a veces
un simple estadio de la organogénesis. al
cual denomina «periodo critico». Aumen-
tando la dosis. el periodo de respuesta se
puede aumentar al mismo tiempo que au-

_menta ¢l grado de incidencia de las anorma-

lidades encontradas. REYS-BRION en 1956
(10). estudia la sensibilidad diferencial de
los huevos entre las 12 y las 36 horas de in-
cubacion con dosis de 600 y 800 R, encon-
trando que en este periodo son los somitos.
la notocorda y el sistema nervioso, provo-
cando alteraciones del esqueleto axial varia-
ble segun la cronologia, siendo los esbozos
en via de diferenciacion los mds sensibles.
GOFF, en 1962 (9). realiza un detallado es-
tudio sobre la accion de los rayos X sobre el
desarrollo de los miembros del embridn de
pollo en los distintos estadios del desarrollo,
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sefialando la existencia de dos periodos de
sensibilidad, precoz (entre los estadios 12 y
16) y tardio (a partir del estadio 20 y hasta
el 31), separados ambos por una fase de re-
lativa insensibilidad situado alrededor del
estadio 18 del desarrollo y equivalente a los
2’5 dias de incubacion. En 1971 publicamos
nosotros los efectos teratoldgicos de la ra-
diacion gamma emitida por el Cobalto-60
sobre el esqueleto axial del embrién de po-
llo (IBORRA, 26).

Desarrolio del embridn de pollo

Previamente a estudiar la metddica em-
pleada y los resultados obtenidos, creemos
necesario hacer un breve repaso del desarro-
llo normal del embrion del pollo.

Se debe a HAMBURGER y HAMILTON (27)
¢l haber realizado un estudio sistematizado
y completo del desarrollo del embrion de
pollo que abarca el periodo total de incuba-
cion y que se ha hecho cldsico. Para lograr
la identificacion del estadio evolutivo, han
tenido que basarse en unos elementos que
fueran lo suficientemente fijos y al mismo
tiempo que fueran visualizados facilmente;
y asi adoptan como criterio guia a partir del
segundo dia el nimero de somitos existen-
tes. Y es a partir del estadio 14, correspon-
diente a la existencia de 22 pares de somi-
tos, cuando el comienzo del esbozo de los
miembros, da una nueva base para estable-
cer posteriores estadios de la evolucion em-
brioldgica.

El estadio 1 de HAMBURGUER y HAMIL-
TON comienza en el momento de la incuba-
cion y se refiere a la fase anterior de la apa-
ricién de la linea primitiva. Durante el esta-
dio 2, aparece el primer esbozo de lo que
sera la linea primitiva (tras 6 ¢ 7 horas de
incubacién). Esta se va desarrollando sucesi-
vamente, hasta que en el estadio 4 (18-19
horas de incubacion), ha alcanzado su maxi-
mo desarrollo en longitud (1’88 mm. segun

SPRATT (28). Inmediatamente se va a for-
mar €l nédulo primitivo de Hensen, del que
se deriva la notocorda, que comienza a de-
sarrollarse durante el estadio 5 (19-22 h. in-
cubacién), alcanzando su completo desarro-
llo durante el estadio 6 (23-25 h.). A las 21
horas a partir de un engrosamiento del ecto-
dermo se forma la «placa neural» que pro-
gresivamente se transformara en el «canal
neuraly,

Durante el estadio 7 (25-26 h. incuba-
cion) comienza a expensas del mesodermo
la segmentacion primitiva, apareciendo con
ello el primer par de somitos, periodo en el
que el tubo neural es bien visible en la re-
gion cefdlica. Progresivamente van aumen-
tando el numero de pares de somitos, que
crecen en direccion craneo-caudal.

En el estadio 12 (45-49 horas) y en el
que existen 16 pares de somitos, de la pared
ventral se expande una masa de medenqui-
ma denominada esclerotema, que rodeara a
la notocorda y al tubo neural, para dar lu-

“gar a lo que serd el esqueleto axial del em-

brién. el cual sufrird posteriormente un pro-
ceso de neosegmentacion. La notocorda se
reabsorbera y de ella quedara como unico
vestigio el nucleo pulposo de la columna
vertebral.

A partir de las 48 horas, el nimero de
somitas va creciendo progresivamente al
mismo tiempo que el embrién va aumentando
de tamano y se va acentuando la curvadura
del dorso. En el estadio 14 (50-53 horas)
existen 22 pares de somitas, pero a partir de
este momento resulta dificil determinar con
claridad el nimero de los mismos, debido a
lo disperso del mesodermo en la parte ante-
rior de los somitas y a la curvadura de la
cola. Por este motivo, a partir de este mo-
mento, HAMBURGUER y HAMILTON utilizan
como criterio identificativo los esbozos de
los miembros y otras estructuras visibles,
como son los arcos viscerales, que en forma
de surcos ectodérmicos situados a nivel del
cuello empiezan a aparecer en este periodo.
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Alrededor de las 50-55 horas de incuba-
cion, correspondientes al estadio 15, co-
mienza a producirse una condensacidon del
mesodermo a cada lado del tronco consti-
tuyendo las dreas prospectivas de lo que se-
ran los esbozos de las alas, todavia no de-
marcadas. En este momento existen 24 a 27
pares de somitas, la flexura cervical aumen-
ta y el tronco se delimita. En el estadio 16
(51-56 horas) los esbozos de las alas co-
mienzan a hacer prominencia, mientras que
los esbozos de los miembros inferiores estdn
todavia representados por una condensacion
mesodérmica. Posteriormeate entre las 52 y
54 horas (estadio 17), los esbozos de los
miembros se distinguen perfectamente y son
de un tamaio semejante a los de las alas.
Durante los estadios 18 y 19 s¢ produce un
alargamiento simétrico de los esbozos de
ambos micmbros. siendo ya en este momen-
to ligeramente mas largos y voluminosos los
correspondientes al miembro inferior (esta-
dio 20). v haciéndose claramente manifiesto
la tendencia al afilamiento en sentido cau-
dal en el estadio 22 (3°5 dias de incubacion).

A partir del estadio 24 (4 dias). las patas
son claramente mds largas que anchas. la
placa digital estd va claramente delimitada
en las patas. aunque los dedos no lo estan
aun. En ¢l estadio 235 (4°5 de incubacidn) se
distinguen las articulaciones del codo y ro-
dilla, pero aan no se han delimitado los de-
dos. En el estadio 27 (5 dias). el contorno de
la placa digital en la region del primer dedo
¢s va angular. Se inician surcos entre el 1.0,
2.0y 3.0 dedos del ala. En el miembro infe-
ror el primer dedo se¢ proyecta sobre la re-
gion tarso-metatarsiana en dngulo obtuso.
Aun no s¢ delimita el extremo del tercer
dedo. En el estadio 29 (6 dias incubacion).
el ala aparece incurvada a nivel del codo. El
2.2 dedo es claramente mas largo que los
otros. Existe un surco superficial entre el
1.0,2.2y 3.2 dedos. En los miembros inferio-
res al 2.0, 3.0 y 4.° dedos aparecen como
abultamientos separados por surcos bien vi-
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sibles, con indicacion de la membrana inter-
digital entre ellos. Se ve el rudimento del 5.°
dedo.

En el estadio 31 (7 dias), sélo queda una
pequefia muestra de la membrana interdigi-
tal entre el 1.2y 2.°.dedos del ala. Aun se
observa el rudimento del 5.° dedo en la
pata.

En el estadio 34 (8 dias), se observa cla-
ramente el diferente crecimiento entre el 2.°
y 3.° dedos del ala. El contorno de la mem-
brana interdigital entre los dedos de la pata
es concavo. En el estadio 35 (8-9 dias): ha
desaparecido la membrana interdigital entre
los dedos del ala y pata. Las falanges de los
dedos del pie se encuentran claramente deli-
mitadas.

Durante los siguientes estadios del desa-
rrollo, hasta el estadio 46, que se corresponde
con los 21 dias de incubacidon y nacimiento
del pollo, no se produce la formacidon de
ningun nuevo 6rgano, sino el desarrollo de
los ya existentes, por ello para determinar-
los recurren los autores a la medicién del
pico v a la longitud de los dedos de las pa-
tas. Junto a estos criterios bdsicos, existen
una serie de detalles secundarios, que vienen
a perfilar, junto con los otros caracteres
esenciales mencionados el estadio del desa-
rrollo del embrion.

En el embridon de pollo ya completamen-
te constituido, a los 20 dias de incubacion el
ala estd ya completamente constituida, y
estd formada por el humero, hueso largo y
robusto, que cuando el ala estd completa-
mente plegada, se mantiene casi horizontal-
mente apoyado en la caja tordcica, su extre-
midad inferior se dirige hacia atrds para
articularse con dos huesos largos y potentes
que constituyen el cubito y el radio. Los
huesos del carpo se han modificado conside-
rablemente y han reducido su tamafo, o
bien se han unido, quedando reducido sdlo
a dos, un carporradial y un carpocubital. El
desarrollo de la mano ha sufrido un impor-
tante proceso evolutivo, pues a partir de un
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esbozo de mano pentoddctila que se puede
observar en el embrién de 6 dias (Fig. 1), la
mano en el embridén evolucionado estd re-

FiG. 1.— Desarrollo del ala. El esbozo del miembro

en un ambridn de seis dias de incubacién muestra

una organizacion tipica pentadatila en los rudi-

mentos cartilaginosos que preceden a la forma-

cion dsea y con representacion del segundo al
quinto dedos.

presentada por tres dedos representativos
del 2.2, 3.2 y 4.° del miembro pentadactilico.
El tercer y cuarto metacarpianos estan bien
desarrollados y unidos préximo y distal-
mente, quedando un pequefio vestigio del
2.0y 5.° que se unen junto con los anterio-
res a los huesos del carpo para formar el
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carpo-metacarpo. Solamente el tercer dedo,
central, estd bien desarrollado y provisto de
dos falanges bien constituidas. El 2.° dedo
estd representado por una pequefia falange
proximal y otra distal. El cuarto dedo cons-
ta de una sola falange y es muy pequefio
(Fig. 2).

La extremidad inferior del pollo estd
constituida por el fémur, que es un hueso
largo y potente, ligeramente incurvado, y
que presenta una posicién casi horizontal.
Proximalmente presenta una cabeza que pe-

netra en el acetabulo. El extremo distal estd
constituido por una especie de polea, la tro-

clea, que se continda hacia atrds con los
condilos. Alojado en el surco central de la
troclea aparece la rotula. Articuldndose con
la extremidad inferior del f€mur estd la ti-
bia, que en el pollo constituye el llamado ti-
bio-tarso. El peroné es de tamaiio reducido,
abarcando solamente los 2/3 proximales del
tibio-tarso. La extremidad inferior de la ti-
bia se articula con el tarso-metatarso.

En el embrién a término, el primer me-
tatarsiano queda libre y reducido a un pe-
quefio hueso muy parecido a una falange,
que se proyecta por detrds del extremo dis-

Carpocubittal

Metacarpo 1V

FiG. 2.- Esquema de la extremidad distal del ala ya constituida, en la que existen tres dedos representa-

tivos del segundo, tercero y cuarto del miembro pectaddctilo, pero s6lo el mediano (I11) estd bien desa-

rroltado y va provisto de dos falanges manifiestas. El dedo anterior (II) viene representado por una

pequefia falange proximal y otra distal emergiendo anteriormente. El dedo posterior (IV) consta de una
sola falange y es muy pequefio.
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tal del tarso-metatarso. Los tres grandes me-
tatarsianos (2.°, 3.° y 4.°) quedan unidos en-
tre si excepto en sus extremos distales. Cada
metatarsiano se articula con su dedo corres-
.pondiente. El primer dedo, implantado mads
proximalmente y dirigido hacia atrds, pre-
senta dos falanges; mientras que los otros
tres lo hacen hacia delante y presentan tres,
cuatro y cinco falanges respectivamente
(Fig. 3).

Material y métodos

Planteamiento del problema

Como ya hemos podido ver, la accion teratd-
gena de la radiacion sobre los embriones se ha
comprobado clinica y experimentalmente. Esta
actua provocando alteraciones en el desarrollo
durante el periodo embrioldgico de mayor orga-
nogénesis, es decir, aquel durante el cual se dife-
rencian los principales Organos y sistemas del
embridén que luego no haran sino completar su
desarrollo. Este «periodo critico» comprende en
el ratdén, segun RUSSELL (27), del 6’5 al 12’5 dias,
y en el pollo es mucho mds precoz, oscilando en-
tre las 18 horas y el 5.° dia de incubacién. En el
embrién humano el periodo de maxima organogé-
nesis se encuentra entre la 5.2 y 8.* semanas de
gestacion.

También se ha podido demostrar que los agen-
tes teratogenos, cuando actuan en un periodo
temprano del desarrollo producen una mayor
mortalidad del embrién, pero los embriones
supervivientes son generalmente normales. Igual-
mente se ha demostrado, que el tipo de malfor-
macion inducido depende del momento embriold-
gico sobre el que ha actuado el agente teratogeno.
de modo que cierto tipo de malformaciones sélo

.se pueden producir durante un corto intervalo del
desarrollo embrioldgico, a veces durante un sim-
ple estadio, el correspondiente a la organogénesis
especifica de dicha malformacion, a lo que RUS-
SELL ha llamado «periodo critico». Se puede ob-
servar que incrementando la dosis utilizada se
puede alargar el periodo de respuesta, al iempo
que aumenta la incidencia y grado de anormalidad.

Nosotros hemos tratado de sistematizar la ac-
cion de la radiacion sobre el desarrollo del em-
brién de pollo irradiando el huevo totalmente a
través de la cascara, a fin de evitar la posible ac-
cidn teratégena vinculada al hecho de abrir dicha
cascara durante estadios precoces. En esta técnica

no queda protegido ningin 6rgano, a diferencia
de lo que ocurre con los métodos de radiacion se-
lectiva que concentran el foco en una determina-
da drea para producir una lesiéon muy concreta.
Esto explica, por otra parte, las cifras de mortali-
dad encontradas en los diferentes estadios para
dosis de radiacion elevadas.

Animal de investigacion

Hemos utilizado huevos fecundados de gallina
de una raza hibnda obtenida mediante el cruce de

A Torsometatorso

| Metatarso

Falanges

Troclea

% Falanges

FiG. 3.—La porcion distal del miembro inferior.
esta formada por los metacarpianos, de los cuales
solo el primero queda libre en forma de un pe-
quefio hueso, parecido a una falange, que sc
proyecta hacia atras. Los tres grandes metatarsia-
nos (segundo. tercero y cuarto) quedan unidos,
excepto en sus extremos distales, para constituir
el tarsometatarso. Cada metatarsiano se articula
con las falanges del dedo correspondiente. El pri-
mero de éstos estd dirigido hacia atrds y presenta
dos falanges, en tacto que los otros tres lo hacen
hacia delante, presentando tres, cuatro y cinco
falanges respectivamente.
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la variedad White Mountain 978 con la Houbard
663, obtenidas de la granja comercial Houbard
Levante. Los huevos fueron incuvados en una
mdquina «Robbins automatica» a una temperatu-
ra de 100° F., equivalentes a 37°77° C., y con una
humedad relativa del 75 por 100.

Los huevos se han tomado en diferentes mo-
mentos de su desarrollo embrioldgico, y en todos
los casos, una vez sometidos a la irradiacion co-
rrespondiente, se han llevado de nuevo a la incu-
vadora donde permanecen hasta los 18 dias, fecha
en la que se abre el huevo y se extrae el pollo
para su estudio. El porcentaje de huevos no fe-
cundados encontrados en el momento de la aper-
tura fue del 2 por 100, lo cual es una cifra muy
baja, debido a que se trata de una raza muy selec-
cionada y procedente de animales jovenes, de
edad aproximada a un afio.

Técnica de la irradiacion

Hemos irradiado los embriones con la radia-
cién gamma procedente del aparato de telecobal-
toterapia «Orbitron», propiedad de la Facultad de
Medicina-Junta Provincial del cdncer de Valen-
cia. Hemos elegido este agente por dos razones:
en primer lugar, porque las experiencias cldsicas
se han realizado casi siempre con radioterapia de
200 a 250 KV, no habiendo encontrado en nues-
tra revision bibliogréfica ningun trabajo en el que
se haya empleado la radiacién gamma del cobal-
to. Por otra parte, la utilizacion de este agente su-
pone ¢l empleo de una radiacién de supervoltaje,
con las ventajas consiguientes respecto a la cali-
dad de la radiacién y la homogeneidad en la ab-
sorcion. Frente al espectro continuo de radiacion
proporcionado por el aparato de radioterapia cla-
sico, el cobalto radioactivo emite radiaciéon gam-
ma de 1’17 y 1’33 Mev. Al absorberse estas radia-
ciones, lo hacen predominantemente por el efecto
Compton, cuyo coeficiente bdsico de absorcion es
independiente del numero atdmico del material
absorbente, dependiendo solo del nimero de elec-
trones de material, lo que asegura una mayor ho-
mogeneidad en la absorcidn de toda la estructura
del huevo expuesto, pudiendo prescindir de la
consideracion de las diferencias de absorcion mo-
tivadas por la interposicion de la cdscara, que de
todas formas serian de escasa importancia.

La irradiacién la hemos realizado a una dis-
tancia de 65 cm. administrando dosis crecientes
de 100 en 100 rads, comenzando por una dosis
inicial de 500-r, considerada tras varias experien-
cias previas la dosis a partir de la cual pueden co-
menzar a encontrarse alteraciones morfoldgicas
en el embrién; y hasta una dosis mdxima de
1.500-R, dosis en la que la mortalidad del em-
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bridn es prdcticamente del 100 por 100. Hemos
tenido en cuenta la eficacia biolégica relativa del
Cobalto-60 que hemos considerado como de 0°9,
calculando segin ella la dosis en Rads a administrar.

Hemos irradiado, en conjunto, trescientos hue-
vos a diferentes intervalos de la iniciacién de la
incubacidn, correspondientes a los estadios de de-
sarrollo 1-2, 7, 12, 19, 27, 29, 31, 34 y 35, que
oscilan desde las 3-6 horas de incubacion hasta
los 9 dias de la misma, momento en el que la or-
ganogénesis del embrién de pollo estd completa-
mente concluida. Previamente a la irradiacion
confirmamos el estadio embrioldgico de los hue-
vos a tratar mediante la observacion macroscépi-
ca de un embridn testigo al que consideramos re-
presentativo del grupo.

Técnica de preparacion de los embriones

Los huevos se abren a los 18 dias de la incuba-
cion. El embridn se extrae, se pesa y examina ma-
croscopicamente. Seguidamente se depluman vy
evisceran; y a continuacion se preparan para su
examen segun la Técnica de tincion con rojo de
alizarina de DAWSON, que se desarrolla segun las
siguientes fases:

1.2~ Fijacion en alcohol de 95° durante 48 a
72 horas.

2.2~ Introduccién en acetona pura durante 4 a
6 dias con objeto de disolver la grasa.

3.2~ Maceracion del embrién en solucion de
KOH al | por 100 durante los dias suficientes
para que los huesos se hagan visibles a través de
las partes blandas transparentes.

4.2~ Tincion con sol. al 0’1 por 100 de rojo de
alizarina en solucién al 1 por 100 en KOH. Se
mantiene hasta que los huesos toman la colora-
cidn roja de la intensidad deseada.

52-8e aclara el sol. de DAWSON (Sol. de
KOH y glicerina en agua destilada).

6.2~ Finalmente se pasa por concentraciones
crecientes de glicerina hasta su aclaramiento.

Con este proceso obtenemos una preparacion
para la observaciéon macroscdpica por transparen-
cia, en la que todo el tejido dseo se ha teiido de
color rojo intenso, siendo visible a través de las
partes blandas transparentes (Fig. 4), pudiéndose
valorar las alteraciones ¢seas macroscopicamente
existentes. :

Exposicion de los resultados

Vamos a describir los resultados obtenidos en
nuestro trabajo, en cuanto a malformaciones de
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Fi1G. 4 - Detalle de los miembros inferiores de un embrion de pollo irradiado con 1.300-R en el estadio

2. En ¢l se puede apreciar el acortamiento de ambos fémures, el acortamiento e incurvacion de la tibia

derecha, la malposicién en hiperextensién de la articulacién tibio-tarsometatarso. La falta del esbozo
del primer metatarsiano, el acortamiento del segundo y las fusiones faldngicas.

los miembros, haciéndolo por separado para el
miembro inferior y para el superior o ala.

Tenemos que hacer constar, que los resultados
son puramente cualitativos, puesto que aunque
hemos irradiado tres embriones por estadio y do-
sis, creemos que tal nimero no autoriza a realizar
ninguna conclusion estadistica. Posiblemente en
posteriores trabajos, irradiando un numero supe-
rior de embriones por estadio, podamos dar una
exacta relacion porcentual de la frecuencia de las
alteraciones encontradas en las diversas fases de
desarrollo y dosis.

1y  Malformaciones a nivel del miembro inferior

La irradiacion de los embriones de pollo du-
rante los primeros estadios del desarrollo, corres-
pondientes al estadio 1-2 de HAMBURGUER vy
HAMILTON (3 a 6 horas) y estadio 7 (24 horas) se
han caracterizado por la produccién de malfor-
maciones que afectan fundamentalmente al es-
queleto axial del embridn, dado que en estas fases

se produce la organogénesis de la columna verte-
bral. El estudio de estas alteraciones ya fue moti-
vo de otro trabajo (IBORRA, 1971) (26).

En estos estadios precoces no se encontraron
alteraciones significativas a nivel de los miembros
inferiores. Solamente pudimos encontrar. en el es-
tadio 1-2, un embridn irradiado con una dosis de
1.300-R, en el que se encontraron graves altera-
ciones: acortamiento de fémur, incurvacion de ti-
bia, acortamiento tarsometatarsiano, fusiones fa-
langicas, etc. (Fig. 4). las cuales consideramos
como una mutacion genética provocada por la ra-
diacién, ya que escapa a todo patrén de alteracion.

Durante et estadio 7 (24 a 26 horas), van a se-
guir dominando las alteraciones vertebrales, pues-
to que durante el mismo lo que domina es la seg-
mentacion primitiva del embrion bajo el efecto
inductor de la notocorda y tubo neural.

En el estadio 12 (2 dias incubacion), las altera-
ciones a nivel del esqueleto axial son mds raras y
menos caracteristicas. Las alteraciones a nivel de



FiG. S—-Embridn irradiado con una dosis de
1.300-R durante el estadio 12, en el que se observan
alteraciones de «reduccion» en ambos miembros
inferiores, con acortamiento fémur, acortamiento
e incurvaciéon ambas tibias, agenesia peroné y
acostamiento ambos tarsometatarsos. No se en-
cuentran alteraciones a nivel dedos.

los miembros inferiores comienzan a aparecer a
partir de la irradiacién con 1.200-R, en la que ob-
servamos graves alteraciones en el pie izquierdo
de un embrion nacido muerto. Con dosis de
1.300-R encontramos ya alteraciones de las que
podemos calificar de «reduccién» y que engloban
malformaciones que van desde la agenesia al
acortamiento del miembro o porciéon del mismo,
a incurvacion o adelgazamiento de alguno de sus
componentes 0seos. Asi encontramos acortamien-
to de huesos largos, como el fémur, acompafiado
de incurvacion de tibia y agenesia de peroné y
acortamiento a nivel del tarsometatarso (Fig. 5).
Con 1.400-R encontramos alteraciones de «reduc-
cién» a nivel del tarsometatarso. La dosis de
1.500-R fue letal para los embriones.

Durante el estadio 19 (3 dias incubacion) no
encontramos alteraciones de los miembros infe-
riores hasta dosis de 900-R, en que encontramos
adelgazamiento generalizado de todos los compo-
nentes oseos del miembro inferior. Con 1.100-R
nos encontramos con una malformacién a nivel
de la articulacién tibio-tarsometatarsiana, que se
encuentra en acusado recurvatum, acortamiento
del tarsometatarso y fusiones faldngicas (Fig. 6 a y
b). Con 1.200-R, junto con fusiones somadticas a
nivel del raquis cervical, se observan acortamien-

Fic. 6, a.— Embrion irradiado con una dosis de 1.100-R durante el estadio 19. En ¢l se aprecia una mal-

posicién articulacion tibio-tarsometatarso en recurvatum, acortamiento del tarso-metatarso y fusiones

falangicas. A nivel del ala derecha se observa la hipoplasia del himero, con fusién articulacion himero-
radio-cubital (codo).

FiG. 6, b.— Perfil del mismo embrion en el que s¢ pueden apreciar las alteraciones anteriormente descritas,
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A
FiG. 7.—- Embrién irradiado con 500-R durante el
estadio 24 del desarrollo (4 dias de incubacidn).
en el que se observan alteraciones a nivel porcion
distal miembros inferiores en forma de acorta-
miento tarso-metatarso y poliddctilia pata iz-
quierda en la que aparece un quinto dedo y que
parece corresponderse con un metararsiano espe-
cifico.

to del tarsometatar, dedos flexos y fusiones faldn-
gicas. A partir de 1.300-R la dosis resultd letal
para los embriones.

La irradiacion durante el estadio 24 (4 dias de
incubacion) nos muestra la existencia de malfor-
maciones mas frecuentes e importantes a nivel del
miembro inferior. Con dosis de 500-R encontra-
mos ya alteraciones a nivel del tarsometatarso y
dedos (polidactilia) (Fig. 7). Con 600 y 700-R no
se encontraron malformaciones. Con 800-R en-
contramos la presencia de sindactilias. Con 900-R
encontramos fendmenos de «reduccion» con acor-
tamientos tarsometatarsiano, hipofalangias y fu-
siones faldngicas, todo ello con grave alteracion
morfoldgica de las patas. A partir de 1.000-R em-
pezamos a encontrar gran acortamiento e incur-
vacion aguda del tarsometatarso, hipofalangias y

fusiones faldngicas (Fig. 8). Con 1.200-R la incur-
vacion del tarsometatarso es tan intensa, que le
dan a las patas el aspecto de «patas zambas», (Fig.
9), siempre acompafiadas de hipofalangias y fusio-
nes falanges. Con 1.300-R, junto con importante
retardo del desarrollo ponderal e hipoplasia pélvi-
ca, encontramos alteraciones de «fusién» a nivel
de la articulacién femoro-tibial, importante acor-
tamiento con incurvacion tarsometatarso (patas
zambas), hipofalangias y fusiones (Figuras 10y 11
a y b). Con 1.400-R encontramos alteraciones de
«reduccion» con acortamiento a nivel del fémur,
hemimelia tibia con hipoplasia peroné, gran hipo-
plasia e incurvacion tarsometatarso, agenesia de-
dos con ectrod4ctilia y fusiones faldngicas (Fig.
12). Con 1.500-R se encuentran alteraciones pél-
vicas con fusiones, articulaciones coxo-femorales,

1§

Fi1G. 8.— Embridn irradiado con 1.000-R durante

el estadio 24, en el que se observa ¢l acortamiento

¢ incurvacion del tarsometatarso de ambos miem-

bros inferiores, que dan a las patas un aspecto de

«patas zambas». Hipofalangias, fusiones falanges
e incurvacion de éstas.
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acortamiento fémur, fusiones femoro-tibiales,
acortamiento e incurvacion tibias, agenesia tarso-
metatarso y agenesias y fusiones a nivel dedos y
falanges (Fig. 13 a y b).

Durante el estadio 27 (5 dias incubacidn) do-
minan las alteraciones a nivel de las porciones
distales de los miembros inferiores, que se empie-
zan a manifestar a partir de dosis de 800-R y se
caracterizan fundamentalmente por lesiones de
«reduccion» en forma de hipofalangias y fusiones
falanges. A partir de dosis de 1.300-R se produjo
la muerte de los embriones (Fig. 14).

Durante el estadio 29 (6 dias de incubacién),
las alteraciones encontradas fueron regulares,
afectando a la totalidad de los embriones ya a
partir de la dosis minima de 500-R, y siendo la

F1G. 9.— Embridn de pollo irradiado con una dosis
de 1.200-R durante el estadio 24 de!l desarrollo,
en el que se observa el acortamiento y gran incur-
vacion del tarsometatarso de ambos miembros
inferiores, con aspecto de «patas zambas». Hipo-
falangias y fusiones falanges. A nivel de las alas
podemos observar la hipoplasia bilateral del cuar-
to metacarpiano. Se asocian multiples fusiones
somaticas a nivel raquis cervical.
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FiG. 10~ Embrion irradiado con 1.300-R durante
el estadio 24 del desarrollo, en el que se obscrvan
a nivel de miembros inferiores una hipoplasia
pélvica, con alteraciones de «fusién» a nivel arti-
culacién coxo-femoral derecha, femoro-tibial bi-
lateral. Importante acortamiento e incurvacién
tarsometatarso con «patas zambas». Hipofalan-
gias, fusiones falanges e incurvacion de las mis-
mas. A nivel de las extremidades superiores (alas)
se pueden observar una «fusion» bilateral articu-
lacion himero-cubito-radial (codo), con hipopla-
sia cuarto metacarpiano y ausencia esbozo del se-
gundo dedo. Se asocian muiltiples lesiones a nivel
del raquis.

localizacion de las malformaciones la porcion dis-
tal de las patas en forma de hipofalangias y fusio-
nes falanges. La dosis fue letal a partir de 1.400-R.

Durante el estadio 31 (7 dias de incubacion),
no se encontraron alteraciones de los miembros
inferiores hasta llegar a la irradiacion con dosis de
1.000-R, en la que se afectaron la porcién distal
de los mismos con lesiones del tipo de hipofalan-
gias y fusiones falanges. A partir de 1.300-R la
dosis resultd letal para los embriones.

Durante el estadio 34 (8.° dia de incubacién)
no se encontraron alteraciones dseas ni en el es-
queleto axial ni en el periférico, por estar en esta
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FiG. 11, a- Se puede apreciar la vista antero-posterior de la preparacién de un embrién irradiado con
1.300-R durante el estadio 24 del desarrollo. En él se puede apréciar a nivel de los miembros inferiores
el acortamiento bilateral fémur, el acortamiento e incurvacion tarsometatarso («patas zambas»), hipofa-
langias, fusiones falangicas con incurvacion de las mismas. A nivel alas encontramos junto con una hi-
poplasia escapula. la hipoplasia humero y cibito derechos, asociadas a fusion codo del mismo lado.
FiG. 11, h.— Se observa la preparacion de perfil del mismo embridn de la figura anterior, en la que se
pueden apreciar las alteraciones anteriormente Jescritas.

fase ya terminada la organogénesis. Sin embargo,
fue en este estadio en el que la mortalidad del em-
bridn resuitd mayor, pues a partir de 900-R, dosis
con la que se obtuvo una mortalidad del 50 por
100, la radiacion resultd letal para la totalidad de
los embriones.

2)  Malformaciones a nivel de las alas

Las malformaciones obtenidas por radiacion
con Co-60 a nivel de las alas, son mucho menos
frecuentes y especificas que a nivel de los miem-
bros inferiores.

En nuestra experiencia hemos obtenido mal-
formaciones a nivel del ala, fundamentalmente en
dos estadios:

—En el estadio 19 (3 dias incubacidn).
-~ En el estadio 24 (4 dias de incubacioén).

Sin que se hayan obtenido alteraciones signifi-
cativas en otro periodo.

En el estadio 19, con dosis medias de 700-R se
pueden observar pequerias alteraciones distales
como la falta de esbozo del segundo dedo del ala.
A partir de 1.100-R nos encontramos alteraciones
de «reduccién» como acortamiento del humero,
y alteraciones de «fusion» como es la humero-
cubito-radial (codo) (Fig. 6 a y b). Con 1.200-R se
vuelve a encontrar fusion a nivel del codo.

En el estadio 24. a partir de dosis altas de
1.200-R encontramos hipoplasias a nivel meta-
carpianos y falta de esbozos falanges, principal-
mente del 2.° dedo. Con 1.300 y 1.400 rads en-
contramos sistemdticamente como caracteristica
la fusién del codo (Figuras 10, 11 y 12). Con
1.500-R encontramos hipoplasia de la cintura es-
capular, fusiones codos e hipoplasia cibito y ra-
dio (Fig. 13).
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Discusidn

En cuanto a la induccion de malforma-
clones congénitas mediante la irradiacidn
con Cobalto-60, a nivel de los miembros in-
feriores del embrién -de pollo, encontramos
un periodo de insensibilidad en los primeros
estadios del desarrollo, estadios 1-2 y 7 de
HAMBURGUER y HAMILTON, en los que son
frecuentes e intensas las alteraciones a nivel
del esqueleto axial, debido a que en estos es-
tadios coincide el periodo de mdxima orga-
nogénesis de la columna vertebral. Solamente
de forma espordadica y atipica hemos podido
encontrar un embridn con graves alteracio-
nes a nivel de los miembros inferiores (Fig.

x
|

4), el cual por no estar dentro de los patro-
nes de alteracion, consideramos como una
mutacién genética producida por la radia-
cién en esta fase del desarrollo.
Encontramos a partir del estadio 12 (48
horas de incubacion), un periodo de sensibi-
lidad a la radiacién que coincide con las en-
contradas por ESSEMBERG (23) en sus expe-
riencias. Las alteraciones durante este periodo
se obtienen con dosis altas, a partir de
1.200-R, y se hacen mads intensas con dosis
crecientes de 1.300 y 1.400 rads. Estas mal-
formaciones se manifiestan por alteraciones
de las que GOFF (9) sefiala como de «reduc-
cion de tamafio o eliminacién de parte del
miembro». Estas, afectan a los huesos largos

FiG. 12, a- Vista anterior de la preparacién de un embrion irradiado con 1.400-R durante el estadio 24
d;l desarrollo, en la que se observan alteraciones de «reduccién» a nivel del fémur con acortamiento
bilateral, hemimelia tibia con agenesia de peroné. Gran acortamiento e incurvacién tarsometatarso.
Agenesia dedos con ectrodéctilia; y alteraciones de «fusién» a nivel coxo-femoral y falanges.
Fic. !2, b.~Vista de perfil del mismo embrién de la figura anterior, en la que junto a las alteraciones
anteriormente descritas se puede apreciar la fusién a nivel codo. Todo ello acompaiiado de multiples
alteraciones raquideas.
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FiG. 13, a.- Vista anterior de un embrién irradiado con 1.500-R irradiado durante el estadio 24 del
desarrollo, en la que se pueden observar lesiones de «reduccién» a nivel de los miembros inferiores, con
acortamiento fémur, acortamiento e incurvacién bilateral tibias con agenesia de peroné. Agenesia tarso-
metatarso y agenesia dedos. Y lesiones de «fusién» a nivel articulaciones coxo-femorales, femoro-
tibiales y faldngicas. A nivel de las alas. se puede observar junto a hipoplasia escdpula derecha y de
ambos himeros, fusion bilateral codos e hipoplasia e incurvacién cubito y radio.
FiG. 13, b= Vista perfil embrién de la figura anterior en el que se pueden apreciar las alteraciones des-
critas junto a multiples alteraciones raquideas. .

como el fémur, tibia y peroné, acompaiadas
muchas veces de incurvacion de los mismos.
Igualmente llegan a afectar al tarsometatar-
so, pero sin llegar nunca a la porcion distal
del miembro.

Estos hallazgos coinciden con los obteni-
dos por GOFF (9) el cual encuentra un pe-
riodo de sensibilidad precoz, que establece
entre los estadios 12 y 16 del desarrollo y
con un maximo de respuesta durante el es-
tadio 14 (50 a 53 horas incubacion). Durante
este periodo precoz dominan las alteracio-
nes del tipo «reduccidn», no siendo frecuen-
tes las del tipo «fusion».

Tras un periodo de relativa insensibili-
dad localizado entre los estadios 16 a 18,

con un maximo a nivel de este ultimo, se
produce otro periodo de sensibilidad que
comienza en el estadio 19 (3 dias de incuba-
cidn) y que dura hasta el estadio 31 (7 dias
incubacion), con una secuencia de radiosen-
sibilidad préximo-distal, hasta el punto de
que a partir del estadio 27 (5 dias) las alte-
raciones s0lo se producen en la porcion dis-
tal del miembro (tarsometatarso y dedos). Y
durante los estadios 29 y 31 (6.° y 7.° dias),
las malformaciones sdlo afectan a los huesos
mas distales, las falanges.

Durante el estadio 19 (3 dias) se produ-
cen alteraciones de «reduccidn» afectando al
tarsometatarso a partir de 900-R.

Durante el estadio 24 (4 dias) encontra-
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Fi1G. 14~ Fotografia de un embrién de pollo irra-

diado con una dosis de 1.000-R durante el estadio

27 (cinco dias de incubacion) en el que se obser-

van agenesias multiples a nivel dedos de ambas
patas.

mos que es el periodo de mdxima sensibili-
dad para los miembros inferiores, por su
frecuencia e intensidad de las lesiones, en-
contrandose ya a partir de la dosis minima
de 500-R afectando al tarsometatarso y de-
dos. Con dosis altas de 1.300-R, encontramos
«fusiones» a nivel coxo-femoral y femoro-
tibiales, acompafiadas de intensas alteraciones
de «reducciény, que llegan a la hemimelia e
incluso a la agenesia de la tibia, tarsometa-
tarso y dedos.

La afectacion del tarsometatarso, parte

especialmente sensible, es mdxima en este
estadio 24. Esto coincide igualmente con las
experiencias de GOFF (9), el cual sefiala un
periodo de sensibilidad especifica entre el
estadio 19 al 29, con un maximo a nivel del
estadio 24.

Los efectos especificos sobre las falanges
comienzan a verse a partir del estadio 19 (3
dias) y persisten hasta el estadio 31 (7.° dia),
encontrandose un periodo de méxima afec-
tacion entre 1os estadios 27 y 29, en los que
practicamente todos los embriones irradia-
dos tienen alteraciones a este nivel.

En cuanto a las malformaciones induci-
das a nivel de las alas, éstas son mucho me-
nos frecuentes y especificas que a nivel de
los miembros inferiores. Igualmente éstas se
producen en estadios mas precoces y duran-
te un periodo mas corto.

En nuestra experiencia hemos encontra-
do malformaciones a nivel del ala en dos es-
tadios, el 19 y 24:

—En ¢l estadio 19 (3 dias) encontramos
con dosis medias de 700 a 800-R pequefias
alteraciones como hipoplasias distales o au-
sencia del esbozo del 2.° dedo del ala. A
partir de 1.100-R encontramos acortamien-
tos de los huesos largos, como el humero, y
fusiones a nivel del codo y radio-carpome-
tacarpianos. Dosis superiores son letales
para el embrion.

~ En el estadio 24 (4 dias), se encuentran
a partir de 1.200-R hipoplasias metacarpia-
nos y agenesias falanges, especialmente del
2.2 dedo. Con dosis de 1.300 y 1.400-R la
alteracion caracteristica es la fusion del
codo. Y con dosis mdxima de 1.500-R apa-
recen alteraciones mds intensas con hipopla-
sia escapular, hipoplasia a nivel del humero,
cubito y radio. y fusiones de codo.

No se han obtenido alteraciones en las
alas en periodos mds precoces, ni tampoco
en estadios posteriores.
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