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RESUMEN 

Se realizó el estudio experimental durante tres generaciones de los efectos del 
agente citostático natulán (Ro 4-6467) , administrado oralmente en dosis tera
péuticas a ratas Wistar, diariamente durante todo el tiempo de la gestación. 
La dosis diaria de 4.2 mgjkg de natulán solamente es embriotóxica en la 
primera generación, los efectos se manifiestan por una disminución en el número 
de descendientes y gran proporción de deciduomas. Con la dosis empleada no 
se observaron daños teratogénicos en los fenotipos. 

ABSTRACT 

An experimental study of the effects of natulán (Ro. 4-6467) cytostatic agent, 
given orally in therapeutic dose to rats during gestation was performed. The 
effects were studied through three generations. Doses of 4.2 mgjkg of natulán 
is embryotoxic in the first generation. The effects proved a diminished number 
oí offsprings and a great proportion of deciduomas. With the doses given, no 
teratogenic damages were observed in the phenotypes. 

INTRODUCCION 

Bollag ( 1963a) y Zeller y colaboradores ( 1963), utilizaron hidracinas para 
detener experimentalmente el desarrollo de tumores. Estas son sustancias que 
muestran actividad quimioterapéutica eficaz así como baja toxicidad. Entre los 
derivados más activos de la methilhidracina se encuentra la procrabazina Ro-4-6467 
o natulán (Mathé et al., 1963 ; Brunner y Young, 1965). 

A este producto lo dieron a conocer Bollag y Grunberg (1963) como NSC 
77213 y resaltaron de él su efecto carcinostático. 

Según Wegmüller (1942) y Weis (1944), el mecanismo de acción del natulán 
es semejante al efecto indirecto de las radiaciones ionizantes. 

Zeller et al. (1963), Bollag y Grunberg (1963), Berneis et al. (1963), Weitzel 
et al. ( 1964) y Sacks et al. ( 1973), consideran que los compuestos con el grupo 
NH-NH-NH3 producen efectos citotóxicos notables y sugieren que la acción cito
tóxica de la metilhidracina puede ser debido a la liberación lenta del peróxido 
de hidrógeno. 
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Mathé et al. (1963), Weitzel et al. (1964) y Goodman y Gilman (1965), 
consideran que durante el metabolismo del natulán, el formaldehído que se libera 
en el organismo, actúa como agente alquilante. 

En estudios in vivo, Weitzel et al. (1964) investigaron la oxidación y la libe
ración del grupo lábil metilo del Ro 4-6467, que interfiere con la metilación 
normal de las bases (Brooker y Lawley, 1962 ; Kreis y Yen, 1965; Kreis et al., 
1966, 1968) y que causa la sobremetilación, exclusiva de la posición 7 de la 
guanina (Kreis, 1970), lo que produce desorden en el patrón normal de la 
metilación del ARN. 

Sartorelli y Creasey ( 1969) demostraron que la droga prolonga la duración 
de la interfase, fragmenta las cromótidas e inhibe la síntesis del ARN y del ADN y 

Quiroz et al. ( 1968), encontraron alteraciones cromosómicas consistentes en rup
turas a nivel del centrómero. 

La despolimerización . del ADN producida por el natulán ha sido postulada 
por Bemeis et al. ( 1965), Hidalgo y Montaña ( 1967) y Estevez et al. ( 1972) . 

Por otra parte Chau~ y Murphy (1964) han atribuido actividad teratogénica 
al natulán; Tuchmann -Dupb,sis y Mercier-Parot (1967) y Mercier Parot y 
Tuchmann-Duplessis ( 1969) notaron la acción embriotóxica y teratogénica en ratas 
gestantes de una methilhidracina con propiedades antitumorales. 

Teniendo en cuenta que el natulán (Ro 4-6467) es un compuesto con pro· 
piedades citostáticas bien conocidas, se decidió estudiarlo experimentalmente, apli
cándolo a ratas durante el embaraw y empleando dosis diarias terapéuticas ( en 
proporción a las usadas en humanos), con el propósito de observar alteraciones 
durante la gestación y en el desarrollo embrionario. 

MATERIAL Y METODOS 

Se emplearon ratas de la cepa Wistar, veinte machos fértiles y sesenta y cuatro 
hembras primigestas de cinco y tres meses de edad, respectivamente; el peso de 
las hembras varió entre 150 y 200 grs. Se cruzaron en proporción de tres hembras 
con un macho y mediante frotis vaginal se determinó el inicio del embarazo. 

A las ratas del lote experimental se les administró 4.2 mg/ kg de natulán por 
vía oral (intubación), disuelto en agua bidestilada durante los veintiún días de la 
gestación. A las ratas del lote testigo se les dio agua bidestilada durante el mismo 
tiempo y por la misma vías que al lote experimental. De las sesenta y cuatro 
hembras se separaron cuarenta y dos que resultaron embarazadas y se dividieron 
en dos grupos: el grupo A. con dieciocho hembras en total, doce experimentales y 
seis testigo y el grupo B con veinticuatro hembras en total, diecinueve experimen
tales y cinco testigo. 

Las hembras de los grupos A. y B. F 1 se sacrificaron un día antes del parto, 
con el objeto de conocer in útero el número preciso de implantaciones, deciduomas, 
muertes tardías, hijos vivos, muertos y anormales. El criterio aplicado para la 
identificación del tipo de implantaciones se refirió al tamaño que presentaron, 
reconociéndose histol6gicamente tres tipos: 



EFECTOS DEL NATULÁN E N RATAS EMBARAZADAS 67 

a. Pequeños crecimientos de 2 a 3mm. de diámetro, formados exclusivamente 
de tejido materno por lo que se les llaman deciduomas; colocados en el lado 
opuesto del mesenterio, de color café musgo debido a la necrosis de la decidua. 

b. Crecimiento de tamaño intermedio hasta de 1 cm. de diámetro, poseen 
tejido materno y embriones de escaso desarrollo; se consideran muertes tardías. 

c. Las masas más voluminosas corresponden a los embriones a término que 
pueden estar vivos, muertos o anormales. 

A las hembras de los grupos B Br'i y BF2 se les dejó que completaran el 
tiempo de gestación, para que sus hijos nacieran naturalmente y de ellos se 
obtuvieron la segunda y tercera generaciones, de las cuales se escogió al azar una 
muestra representativa. (Tabla I) 

TABLA l. DIVERSOS GRUPOS DE CRUZAMIENTOS QUE SE REALIZARON 

Grupo B 

t 9 hembras experi
mentales se cru
zaron con ma
chos normales. 

5 hembra,s testigo 
se cruza ron coi~ 
machos norma
les. 

Grupo A• 

12 hembras experimentales se cruzaron 
con machos normales. 

6 hembras testigo se cruzaron con mú
chos normales. 

Grupo B3 F , 

5 machos experi
mentales se cru
zaron con hem
bras normales. 

7 hembras experi 
mentales se cru-
zaron con ma-
chos normales 

Grupo BF, 

12 machos experi
mentales se cru
zaron con hem
bras normales. 

12 hembras experi-
mentales se cru-
:zaron con ma-
chos normales 

Grupo BF, 

10 hembras experi
mentales se cru
zaron con 10 ma
chos experimen
tales. 

se sacrificaron el vigésimo día del embarazo. 
se dejaron vivir. 

En las tres generaciones obtenidas, se realizaron los estudios de los fenotipos 
correspondientes. 

Se aplicó la prueba de t de Student a los datos para determinar si la diferencia 
entre la media aritmética del número de los descendientes de los testigos y la de 
los experimentales era significativa. 

RESULTADOS 

Al aplicar natulán a las treinta y un ratas experimentales, de los grupos A. 
y B durante el tiempo de la gestación, se observó que el número de deseen-
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dientes fue menor en la primera generación, con respecto a los individuos de la 
segunda y tercera generaciones y del grupo testigo. (Tabla II) . 

TABLA 11. PROMEDIO (X ) DE DESCENDIENTES DE LAS GENERACIONES F1 Y F2 
DE LOS GRUPOS A8 Y B CUYAS HEMBRAS FUERON TRATADAS CON 4.2 mg/ kg 

DE NATULAN DURANTE LA GESTACION 

N úmero de Número de hijos xde':descen-
Grupos individuos normales dientes 

As T estigo 6 63 10.5 
A. 12 60 5.0 
B. F1 12 109 9.0 
B Testigo 5 66 13.0 
B 19 141 7.4 
BF1 24 231 9.6 
BF2 10 97 9.7 

El grupo A, experimental estuvo formado por doce hembras tratadas con 4.~ 
mg/kg de Natulán diariamente por vía oral durante la gestación, fueron sacrifi
cadas el vigésimo día del embarazo, produjeron ciento cuarenta y cuatro implan
taciones de las cuales correspondieron a sesenta hijos vivos, ochenta deciduomas, 
tres muertes tardías y un hijo muerto. 

TABLA 111. PRIMERA GENERACION RESULTANTE DEL CRUZAMIENTO DE LAS 
H!!:MBRAS DEL GRUPO A

8 
TESTIGO Y A8 EXPERIMENTAL TRATADO CON 

4.2 mg/ kg DE NATULAN DURANTE LA GESTACION 

I mplan- H ijos Muertes Hijos 
Lote Rata N o. taciones vivos Deciduomas tardías m uertos 

E 1 9 2 7 
X 3 13 2 10 
p 4 13 4 9 
E 5 13 3 9 
R 9 13 1 12 

A• I 10 15 . 2 11 2 
M 11 14 8 6 
E 13 9 9 
N 15 15 11 4 
T 18 9 8 1 
A 22 10 2 8 
L 24 11 8 3 

A0 F1 T otal 12 144 60 80 3 

T 
F. 2 11 11 
s 7 12 11 

A• T 16 15 15 
I 19 3 3 
G 20 8 8 
o 28 14 14 

A8 F1 Total 6 63 62 
--·--- ·---------
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El grupo A8 testigo abarcó seis hembras con un número total de sesenta y tres 
implantaciones que estuvieron representadas por sesenta y dos hijos vivos y un 
deciduoma. 

Al aplicar la prueba de t a los datos se obtuvieron diferencias significativas 
entre los promedios de los descendientes de los testigos y los experimentales con 
una P < 0.01. (T abla III). 

El grupo B experimental estuvo representado por diecinueve ratas hembras 
tratadas con 4.2 mg/ kg de Natulán diariamente por vía oral durante todo el 
embarazo, se dejaron que nacieran espontáneamente los descendientes y fueron 
en total ciento cuarenta y un individuos. 

El grupo B testigo incorporó cinco hembras de las cuales se obtuviero;1 sesenta 
y seis descendientes que nacieron naturalmente al completar el embarazo. 

Al aplicar la prueba de t a los datos, se obtuvieron diferencias significativas 
entre los promedios de los descendientes de los testigos y los experimentales con 
una P < 0.10. (Tabla IV) . 

TABLA IV. PRIMERA GENERACION RESULANTE DEL CRUZAMIENTO DE LAS 
HEMBRAS DEL GRUPO B TESTIGO Y B EXPERIMENTAL TRATADO CON 

4.2 mg/ kg DE NATULAN DURANTE LA GESTACION 

Número de hijos Días de duraci6n 
Lote Rata No. que nacieron del embarazo 

42 4 22 
43 !O 22 
44 7 22 

E 45 5 2~ 
X 47 9 2'.: 
p 48 11 22 
E 49 10 22 
R 51 4 23 

B 1 52 5 23 
M 53 3 23 
E 54 7 23 
N 55 9 23 
T 56 7 22 
A 58 12 22 
L 59 12 22 

60 4 22 
61 3 24 
62 10 22 
63 9 22 

BF, Total 19 141 

T 
E 65 10 22 
s 66 15 22 

B T 67 15 23 
T 68 14 22 
G 69 12 23 

BF, T ota l 5 66 
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El grupo B.F 1 estuvo formado por una muestra tomada al azar de doce 
individuos cinco machos y siete hembras que se cruzaron con individuos normales 
del sexo opuesto. Las hembras fueron sacrificadas el vigésimo día del embarazo, de 
las cuales se obtuvieron ciento veinticinco implantaciones que estuvieron repre
sentadas por ciento nueve hijos vivos, catorce deciduomas y dos muertes tardías. 

Al aplicar la prueba de t a los datos no se encontraron diferencias significativas 
(0.1 < P < 0.50) entre los promedios de los descendientes de los experimentales 
y los testigos. (Tabla V). 

TABLA V. SEGUNDA GENERACION RESULTANTE DE LOS CRUZAMIENTOS DE 
MACHOS Y HEMBRAS DEL GRUPO B8 F 1 CON HEMBRAS Y MACHOS 

NORMALES RESPECTJV AMENTE 

Muertes 
Lote Rata No. 1 mplantaciones Hijos vivos Deciduomas tardías 

H 
E 
M* 12 15 15 
B 14 3 3 
R 10 10 8 2 
A 11 11 9 2 
s 13 10 8 2 

Subtotal 5 49 40 9 

H 
E 1 12 11 1 
M 10 12 11 1 
B 11 9 9 

n. F1 R** 16 11 10 1 
A 17 10 6 2 2 
s 18 12 12 

4 10 10 

Subtotal 7 76 69 5 2 

B~ F2 Total 12 125 109 14 2 

* Normales cruzadas con machos de la generación F, (descendientes de las hembras tra-
tadas ) . 

** Tratadas, cruzadas con machos normales. 

El grupo BF, estuvo constituido por una muestra tomada al azar de veinticuatro 
individuos, doce hembras y doce machos, que se cruzaron con individuos normales 
del sexo opuesto. De las veinticuatro hembras nacieron espontáneament~ dos
cientos treinta y un individuos. 

Al aplicar la prueba de t a los datos, no se obtuvieron diferencias significativas 
(0.1 < P < 0.80) entre los promedios del número de descendientes de los 
animales testigos y los experimentales. (Tabla VI) . 



EFECTOS DEL NATULÁN EN RATAS EMBARAZADAS 71 

TABLA VI. SEGUNDA GENERACION RESULTANTE DE LOS CRUZAMIENTOS DE 
MACHOS Y HEMBRAS DEL GRUPO BF1 CON HEMBRAS Y MACHOS 

NORMALES RESPECTIVAMENTE 

Lote 

H 
E 
M 
B 
R* 
A 
s 

Subtotal 

H 
E 

BF1 M** 
B 
R 
A 
s 

Subtotal 

BF2 Total 

Rata No. 

8 
6 
7 
4 
3 
1 
2 
5 
9 

15 
16 
17 

12 

5 
6 

15 
12 
22 
9 
8 

20 
19 
7 

14 
3 

12 

24 

Número de hijos Días de duración 
que nacieron del embarazo 

12 23 
12 21 
13 21 
11 22 
7 22 
5 23 
6 22 
7 22 
8 22 
8 22 
8 21 
7 23 

104 

11 22 
11 22 
15 22 
11 23 
12 21 
9 22 

13 22 
10 22 
10 22 
7 21 
6 22 

12 21 

127 

231 

* Normales, cruzada scon machos de la generación F 1 ( descendientes de la shembras tra
tadas). 

• • Tratadas, cruzadas con machos normales. 

El grupo BF 2 estuvo representado por una muestra tomada al azar de veinte 
especímenes, diez hembras y diez machos, que se cruzaron entre sí, de los cuales 
nacieron noventa y siete individuos al término de la gestación. 

Al aplicar la prueba de t a los datos, las diferencias no fueron significativas 
(0.1 < P < 0.80) entre los promedios del número de descendientes de los 
animales testigos y experimentales. (Tabla VII). 

Mediante la prueba de t de Student aplicada a los datos, se determinó si las 
diferencias entre los promedios del número de descendientes de los grupos expe
rimentales y testigo eran significativas, tomando como límite el nivel del 90% 
de confiabilidad (P = 0.10), los resultados aparecen en la Tabla VIII. 
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TABLA VII. TERCERA GENERACION RESULTANTE DEL CRUZAMIENTO DE LOS 
MACHOS CON LAS HEMBRAS DEL GRUPO BF2 

Rata hembra Rata macho Número de hijos Días de duración 
BF, BF! que nacieron del embarazo 

1 10 22 
2 2 9 22 
3 3 13 22 
4 4 8 21 
5 5 8 21 
6 6 13 22 
7 7 8 21 
8 8 12 22 
9 9 7 22 

10 10 9 2:; 

BF3 Total 10 10 97 

TABLA VIII. PRUEBA DE T APLICADA A LOS GRUPOS DE RATAS 
TESTIGO Y EXPERIMENTALES 

Grupos x de descendientes 

5.0 
7.4 
9.0 
9.6 
9.7 

* El nivel de confiabilidad permitido es a = 0.1 O. 

T 

2.14 
1.09 
0.79 
0.33 
0.79 

Po 

P < 0.01 
P < 0.10 

0. 1 < P < 0.50 
0. 1 < P < 0.80 
0.1 < P < 0.80 

L~s alteraciones del desarrollo en el grupo A. identificadas por medios histo
lógicos (Tabla III ) fueron en su mayoría dcciduomas (55%) . El 4 1 % corres
pondió a hijos nonnales con un total de ciento cuarenta y cuatro implantaciones 
y el 4%, que representa una proporción pequeña, fueron hijos muertos y muertes 
tardías. 

Al estudiar cuidadosamente las características externas de las tres generaciones, 
no se apreció ninguna alteración del desarrollo en los grupos correspondientes BsFi, 
BF 1, BF2 y BFs, 

DISCUSION 

Las diferencias significativas, debidas a l menor número de descendientes de 
la primera generación, se pueden atribuir a un efecto de la interferencia con la 
homeostasis materna (Anónimo, 1973) . 
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De acuerdo con lo expresado por Murphy y Chaube ( 1960), se considera que 
el medio uterino es un sistema complejo para la investigación de sustancias qw
micas que actúan en el crecimiento. La droga, al llegar al embrión, varía en sus 
propiedades físicas, porque es modificada por el animal embarazado y por su 
forma de transporte a través de la placenta hasta el embrión. La concentración 
activa de la droga en el embrión, después de su llegada, depende de la presencia 
y producción de sustancias protectMas o de procesos de desintoxicación y de 
dilución, lo cual ocurre en razón directa con el rápido aumento en la masa del 
embrión. 

El Natulán actúa en caminos metabólicos idénticos a los de las células normales 
(Murphy y Chaube, 1962; Karnofsky y Clarson, 1963); pero con las técnicas 
empleadas en el presente trabajo no se comprobó el sitio exacto de acción de la 
droga. Sin embargo, los resultados correspondientes a una alta proporción de deci
duomas se podrán explicar mediante dos mecanismos: 

1. La toxicidad producida con la dosis terapéutica, se expresa en la formación 
de deciduomas. Según Bateman ( 1973) , algunos deciduomas o molas contienen 
tejido trofoblástico, lo que significa que el tejido endometrial es estimulado por 
el huevo ( al implantarse) y muere en etapas precci::es sin dejar huella. En éste 
caso S'.! considera que la formación de deciduomas corresponde a la interferencia 
que produjo la droga en el desarrollo de tejidos embrionarios tanto mesenquima
tosos (Bollag, 1963b) como el resto de los proliferantes (Bollag, 1964; Bollag y 
TI1eis, 1964) . Estos daños embriotóxicos ya habían sido señalados por Tuchmann
Duplessis y Mercier Parot ( 1967) , quienes usaron el mismo producto. Mathé et al. 
(1963) , Bollag y Grunberg (1963 ) , Weitzel et al. (1964) y Brunner y Young 
'(1965) comprobaron el efecto citotóxico del Natulán. Bollag y Grunberg (1963), 
Rutishauser y Bollag ( 1963) , Oliverio y Kelly ( 1964), Bemeis et al. ( 1965), 
demostraron la inhibición del crecimiento en células neoplásicas que produce la 
sustancia mencionada. 

2. Desde los estudios de Loeb ( 1908) se ha considerado que, los deciduomas 
están formados exclusivamente por tejido materno. Estas estructuras, tanto en 
los roedores como en otros animales de implantación tardía, se forman espontá
neamente en condiciones normales y en escasa proporción. Por lo que se supone 
que la acción de la droga empleada, no solamente se reduce a producir alteraciones 
en los descendientes, sino que también actúa sobre la hipófisis materna, induciendo 
la liberación continua de la hormona luteinizante y determinando así la persis
tencia de la actividad del cuerpo amarillo, cuya hormona ocasiona la producción 
de numerosos deciduomas (Rothchild y Meyer, 1940). 

La aplicación de la droga a partir de la fecundación, eliminó posibilidades 
de alteraciones genéticas por causa de la misma en los grupos tratados Aa y B, 
pues el cigoto ya estaba formado y las células sexuales tampoco fueron afectadas 
durante su formación, por lo que se supone que en los brupos B.F 1 y BF 1 no se 
alteró el desarrollo de sus células sexuales en los estados post-meiósticos, puesto 
que no pudieron ser reconocidas en las dos generaciones siguientes, correspon
dientes a los grupos I',f t y DF:i. 
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Las dosis de Natulán aplicadas durante los veintiún días de la gestación, no 
indujeron alteraciones fenotípicas. 

CONCLUSIONES 

l. La dosis diaria de 4.2 m/kg de Natulán fue embriotóxica y no produjo 
daños teratogénicos en los fenotipos. 

2. Los efectos producidos por Natulán en ratas embarazadas se manif.estaron 
en una disminución del número de descendientes. 

3. La aplicación de dicha droga durante el embarazo produjo una elevada 
cantidad de deciduomas ( 55%) en la primera generación. 

4. Esta producción elevada de deciduomas puede ser debida a la acción directa 
de la droga ( embriotóxica) o a la estimulación persistente de la hipófisis ma
terna, de acuerdo con los estudios de Rothchild y Mayer ( 1940) . 

5. Con la dosis terapéutica aplicada diariamente durante toda la gestación, 
no se apreciaron alteraciones en los fenotipos de la tres generaciones estudiadas. 
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