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Resumen

Las anormalidades nucleares en eritrocitos, como los micronidcleos (MN) vy las
prolongaciones nucleares (PN), se consideran biomarcadores de exposicién genotdxica.
Previamente, se ha descrito la frecuencia espontdnea de eritrocitos micronucleados (EMN)
en el perico atolero (Aratinga canicularis) y en el cocodrilo de pantano (Crocodylus
moreletii). En este estudio, utilizamos a estas dos especies para valorar la induccién de MN
y PN con mitomicina-C (MMC) o ciclofosfamida (CF). Los grupos formados con pericos
atoleros recibieron una inyeccién intracelémica de 2, 3 6 4 mg de MMC/Kg cada 24 h
durante dos dias consecutivos y los grupos de cocodrilo de pantano recibieron via oral 4, 7
6 10 mg de CF/Kg cada 24 h durante dos dias consecutivos. De ambas especies se obtuvo
una gota de sangre, se realizaron frotis cada 24 h y se tifieron con naranja de acridina para
determinar el nimero de eritrocitos con prolongaciones nucleares (EPN) vy eritrocitos
micronucleados (EMN)/10,000 eritrocitos totales (ET), eritrocitos policromaticos
micronucleados (EPCMN) vy eritrocitos policrométicos con prolongaciones nucleares
(EPCPN)/1,000 eritrocitos policrométicos (EPC). También se determind la proporcién de los
EPC/1,000 ET. En el experimento con pericos atoleros, el nimero de EPCMN y EPCPN
incrementd a las 24, 48 y 72 h tras la administracién de la dosis més baja (P<0.03). A la
dosis de 3 mg/Kg, la frecuencia de EPCMN aumentd a las 48 y 72 h (P<0.04), mientras que
el nimero de EPCPN aumentd, aunque no de manera significativa. La administracién de 4
mg de MMC/Kg produjo incremento significativo en el nimero de EMN a las 72 h
(P<0.03), en los EPCMN a las 48 h (P<0.01) y 72 h (P<0.006), en la frecuencia de PN a
las 72 h (P<0.05) y de EPCPN a las 48 y 72 h (P<0.001).

En los cocodrilos, el nimero de EPN incrementé significativamente a las 24 h (P<0.05), 72

h (P<0.04) y 120 h (P<0.03) tras la administracién de la dosis baja de CF. A la dosis de 7
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mg de CF/Kg, el nimero de EMN incrementé a las 48 h (P<0.04) y 72 h (P<0.03), asi
como la frecuencia de EPN a las 120 h (P<0.03) y de EPCPN a las 48 h (P<0.03) y 72 h
(P<0.04). La dosis alta de CF, incrementd el nimero de EPN a las 24 h (P<0.01), 48 h
(P<0.001), 72 h (P<0.01) y 96 h (P<0.03) y de EPCPN a las 72 h (P<0.05) y 96 h
(P<0.01).

Estos resultados sugieren que los EPN pueden ser una nueva alternativa complementaria
para detectar genotdxicos en el ambiente cuando se trabaja con especies que presentan
eritrocitos nucleados, como es el caso de los peces, anfibios, reptiles y aves o cuando sea

dificil establecer la frecuencia de EMN esponténeos.
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Summary

Nuclear abnormalities in erythrocytes, as micronuclei (MN) and nuclear protrusions (NP),
are considered potential biomarkers of genotoxic exposure. We described previously the
frequency of spontaneous micronucleated erythrocytes (MNE) in the species Orange-
fronted parakeet (Aratinga canicularis) and Morelet’s crocodile (Cocodrylus moreletii).
Here, we have used these two species to assess the induction of MN and PN with
mitomycin-C (MMC) and/or cyclophosphamide (CF). The groups formed with Orange-
fronted parakeet were given a single intracoelomic injection of 2, 3 or 4 mg/Kg MMC each
24 h on two consecutive days. Crocodile groups received a single oral dose of 4, 7 or 10
mg/Kg CF daily h on two consecutive days. A drop of blood was obtained from 7 Orange-
fronted parakeet and 5 Crocodile from each group and stained smears were used to count
nuclear protrusions (NP) and micronucleated erythrocytes (MNE)/10,000 total erythrocytes
(TE), polychromatic erythrocytes with nuclear protrusions (NPPCE) and micronucleated
polychromatic erythrocytes (MNPCE))/1,000 polychromatic erythrocytes (PCE). The
proportion of number of PCE/1,000 TE was also counted.

In the case of parrots, MNPCE and NPPCE frequencies were elevated at 24, 48, and 72 h
after the administration of the lower dose (P<0.03). At a 3 mg/Kg dose, the frequency of
MNPCE increased at 48 and 72 h (P<0.04), whereas the number of NPPCE increased, but
not significantly. Administration of 4 mg/Kg MMC increased the number of MNE observed
at 72 h (P<0.03), the number of MNPCE at 48 h (P<0.01) and 72 h (P<0.006), the NP
frequency at 72 h (P<0.05), and the frequency of NPPCE at 48 and 72 h (P<0.001).

In crocodiles, NP increased significantly at 24 h (P<0.05), 72 h (P<0.04) and 120 h
(P<0.03) after the administration of the lower dose of CF. Oral dose of 7 mg/Kg CF,

increased MNE number at 48 h (P<0.04) and 72 h (P<0.03) as well as the frequency of
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NP at 120 h (P<0.03) and NPPCE at 48 h (P<0.03) and 72 h (P<0.04). The highest dose
of CF, increased NP frequency at 24 h (P<0.01), 48 h (P<0.001), 72 h (P<0.01) and 96 h
(P<0.03) and NPPCE at 72 h (P<0.05) and 96 h (P<0.01).

These results suggest that NP can be used to evaluate environmental genotoxic exposure of
model species with nucleated erythrocytes such as fish, amphibians, reptiles and birds, or

when it is difficult to establish the spontaneous MNE frequency.
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Introduccion

La contaminacién de los ecosistemas y de los hébitats de vida silvestre por emisiones,
descargas y residuos industriales y urbanos, compuestos quimicos y tecnologias utilizadas en
la fertilizacién de suelos y fumigacién de cultivos, son algunas de las principales causas que
ponen en peligro la sobrevivencia de muchas especies silvestres y por ende, atentan contra
la riqueza genética del pais, ya que los organismos vivos estdn expuestos constantemente a
elementos que por sus propiedades fisicas, quimicas y/o bioldgicas, al ser ingeridos,
inhalados, aplicados tépicamente o inyectados, son capaces de provocar alteraciones
orgénicas, funcionales y ain la muerte Cérdoba 2001: Zdfiga-Conzélez 20032 |6 que modifica de manera
aun no conocida el acervo genético de la fauna silvestre con compuestos o elementos
genotodxicos presentes en los habitats naturales Semamat 1997,

Tal exposicién puede ser inadvertida, accidental o incluso inevitable o intencional. Algunos
de estos elementos son “inocuos”, pero una parte de ellos pueden provocar reacciones
biolégicas de naturaleza tdéxica. A menudo estas reacciones dependen de la conversién de
las sustancias absorbidas en un metabolito activo, que puede provocar con ello fenémenos
de mutagenicidad, teratogenicidad o carcinogenicidad Pariza 1990: Katzung 1991; Montoya-Cabrera 1992; Gibson
1994

Desde los afios cuarenta se demostré que extractos de particulas llevadas por el viento
pueden producir tumores en ratones y el desarrollo de tumores es un proceso de multiples
etapas que inicia con una mutacién Miguel 1990,

Las teorias actuales tienden a considerar a la oncogénesis y la mutagénesis como expresiones
diferentes de un mismo mecanismo bésico. La mayor parte de los agentes oncogénicos
pueden causar mutaciones y se ha demostrado que muchos mutdgenos producen tumores

en condiciones de prueba apropiadas Bloom 1987,
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Dia a dia se liberan compuestos al medio ambiente de los que se desconoce su
genotoxicidad, lo que obliga a la busqueda de nuevos métodos o modelos para su estudio
Pariza 1990: Shelby 1993 ' con lo que se genera la siguiente pregunta {Como evaluar la presencia de
agentes genotdxicos en el medio ambiente tanto terrestre, aéreo y acuético?

Un primer paso para evitar el incremento del dafo ecoldgico es impedir la liberacién de
sustancias toxicas al medio ambiente, mismas que pueden ser detectadas con organismos
indicadores Pleva 1982 ya que para realizar el monitoreo por andlisis directo de contaminantes
se requiere de precisiéon y conocer el agente quimico a verificar, ademaés su evaluacién esté
limitada a la sensibilidad y especificidad del método utilizado, en cambio, el utilizar
bioensayos ofrece las ventajas de que un organismo vivo puede metabolizar un compuesto
a otros que pueden ser més tdxicos, ademas de que no se requiere conocer el compuesto a
estudiar Plewa 1982,

Existen gran cantidad de pruebas para determinar la toxicidad de los compuestos, sin
embargo, debido a que en toxicologia genética se requiere de méas de una prueba para
determinar el potencial genotéxico de un compuesto, poder contar con diversas
alternativas es vital shelby 1993, Las pruebas para la deteccién de agentes genotdxicos son de
gran importancia, ya que estos compuestos tienen la capacidad de alterar el material
genético en los organismos incluido al hombre Pewa 1982 ademé&s pueden tener efectos
teratogénicos w1977 causar mutaciones en células germinales Pew2 1982 inducir enfermedades
cardiacas Plena 1982, Venitt 1986 influir en procesos de envejecimiento Plewa 1982 e inducir mutaciones

en células sométicas que pueden desarrollar cAncer Ames 1985a; Ames 1985b; Quillardet 1985
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Antecedentes

En toxicologia genética, para determinar la genotoxicidad de un compuesto es requisito
probarlo en varias especies y en diferentes tejidos debido a la posibilidad de encontrar
compuestos que sea especie-especifico o tejido-especifico Shelby 1993; Ramirez-Muios 1999 3dems,
trabajar con organismos vivos permite probar el compuesto y sus metabolitos Rodriguez-Ariza 1992
por lo que es importante contar con diversas alternativas para el estudio de compuestos
genotdxicos Alacui-lamali 1989; Hayashi 2000, Antes de elegir el ensayo a usar se debe definir qué es lo
que se va a monitorear y en dénde, si se tiene conocimiento del compuesto o no se
dispone de informacién al respecto, ademés es importante considerar los recursos con que
se cuenta, ya que existen algunas pruebas econdmicas y répidas, pero también las hay
sumamente costosas; una vez considerados estos puntos, entonces se elige la més adecuada
Zaniga-Gonzélez 2001 Actualmente se utilizan diferentes metodologias con las que se puede
determinar dafio genético o detectar compuestos genotdxicos, como son: el cariotipo, el
estudio del indice mitético, el intercambio de cromatides hermanas, el ensayo cometa, el
estudio de la induccién de apoptosis, la prueba de Ames y la prueba de microntcleos (MN)

Zahiga-Gonzélez 2001

En el presente trabajo se utilizé la prueba de MN en eritrocitos de sangre periférica, que es

una prueba sencilla, econdmica y altamente informativa Heddle 1983: Heddle 1991,

o Prueba de wmicrontcleos

Los MN son fragmentos de cromosomas o cromosomas completos que quedan fuera del
nacleo en mitosis. En hematologia de mamiferos, los MN se conocen como cuerpos de
Howell-Jolly, cuya forma es redonda o almendrada, su didmetro varia desde 1/20 a un 1/5
(0.4 a 1.6 p) del tamafio normal del eritrocito (6 a 8 u de didmetro) Schmid 1975: Corazza 1990: McDonald

1998 (Figura 1).
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Tincion naranja de acridina /100x/ Mutagénesis, CIB0, IMSS

Figura 1. Eritrocitos micronucleados de sangre periférica de mawmifero.

La prueba de MN sirve para detectar el efecto de agentes genotdxicos sobre los
cromosomas Heddle 1983 Heddle 1991 permite identificar tanto agentes clastogénicos (rompen
cromosomas), como aneuploidogénicos (afectan el huso mitdtico) Schmid 1975: Heddle 1978 v/ ¢e
pueden diferenciar unos de otros por el tamafio de los MN Yamamoto 1980 v presencia de
centrémero Odegari 1994 o cinetocoro 21995, Su formacién se basa en el siguiente principio: en
anafase, cualquier fragmento cromosémico que no posea centrdmero no podré integrarse a
un nucleo, pues carece del elemento indispensable para orientarse en el huso acromaético.
Después de la telofase, los cromosomas normales, asi como los fragmentos que posean
centrémero, darédn origen a los nucleos de las células hijas regulares, los elementos
rezagados que pueden ser fragmentos o cromosomas completos quedan incluidos en el
citoplasma de las células hijas y son transformados en uno o varios nucleos secundarios, que
como regla son mas pequefios que el nucleo principal y de ahi el nombre de MN Schmid 1975

(Figura 2).
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Clastdgeno Aneuploiddgeno

Anafase

Telofase

Figura Z. Formacién de wicrontcleos.

Dentro de las ventajas de la técnica de MN se incluyen facilidad y rapidez, la abundancia de
células analizables, y al hecho de que los MN formados durante la divisién celular persisten
al menos durante la siguiente interfase Schmid 1975: Hart 1983: Heddle 1991 E] ensayo de MN se ha
realizado en diferentes eSpeCieS Zaiiga 1996a; Zaniga 1996b; Zuhiga-Gonzélez 2000; Zuiiga-Gonzélez 2001b; Zamora-Perez 2004 y
en gran variedad de tejidos (Figura 3), ya que la condicién esencial es que el tejido se
divida, de esta manera es posible aplicarla en médula &sea, eritrocitos de sangre periférica
Schmid 1975; Zuahiga 1996a; Zuniga 1996b; Tice 1987; Zuhiga-Gonzéalez 2000; Zufiga-Gonzélez 2005; Zuaiiga-Gonzélez 2007’ “nfocitos Hayashi
1990: Herrera 1992 hepatocitos Schmezer 1990 células germinales Russo and Levis 1992 células de mucosa oral
de humano TorresBugarin 2004 o células de la muda de Ambystoma Zamora-Perez 2004 En cuanto a
animales de laboratorio, los més comunes son rata T20s1978 | ratén Heddle 1978: Hayashi 1983; Zifiga-Gonzélez
20032y hdmster Heddle 1983y otros no tan comunes como el gato 2ifiga-Conzilez 1998 v glgunos

primates Choy 1989: Zuhiga-Gonzélez 2005 Por |o tanto, utilizar organismos bioindicadores que de
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manera natural puedan dar informacién, es una alternativa muy econdémica y de gran

provecho para la salud humana.

Tincion Wright y Giemsa /100x/ Mutagenésis, C1BO0, IMSS

Figura 3. Células micronucleadas en diferentes tejidos. a) Eritrocitos de sangre periférica de mawifero; b)
Eritrocitos de sangre periférica de ave; ¢) Células de muda de anfibio; d) Mucosa oral de humano; e) Médula dsea; )

células de vagina de rata en proestro.

La presencia de MN se traduce en el ambito celular como pérdida de ADN. Esta técnica
entonces, es una alternativa muy eficaz para el monitoreo de genotdxicos, asi como de

carcinbgenos ambientales y ocupacionales Torres-Bugarin 1998; Torres-Bugarin 2004y se puede aplicar en
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cualquier lugar sin las limitaciones econémicas que se pudieran tener al utilizar pruebas muy

sofisticadas y por ende, muy caras 2ifiga-Gonzalez 1998

o Prolongaciones Nucleares

El ensayo de MN ha sido ampliamente utilizado por lo facil y contundente que resulta schmid
1975; Zfiga 1996; Hayashi 2000; Zuhiga-Conzélez 2001 §jn embargo, en 1998 se describe en la literatura el
término prolongaciones nucleares (PN) (conocidas en inglés como “Buds™) que se refiere a
una anormalidad nuclear relacionada con células exfoliadas y recientemente se ha
presentado la importancia que pueden tener las PN como bioindicadores de exposicion
genotéxica Serrano-Garcia 2001; Fenech 2002; Montero 2003 |

Las PN, también conocidas como nucleo lobulado, son estructuras similares a los MN en la
forma y tamafio, que a diferencia de los MN, estan vinculados con el nicleo principal de la
célula por un hilo o hebra de cromatina Ferech 2002, En condiciones normales se pueden
observar en células humanas, como por ejemplo en células de mucosa bucal (Figura 4a),
linfocitos (Figura 4b y 4c) y eritrocitos nucleados (Figura 4d), aunque parecen ser menos
frecuentes que los MN en muchos tipos celulares y se ha descrito que la presencia de las PN
esta relacionada con los MN o con eventos de exposicidn a genotdxicos Serano-Gardia 2001; Montero
2003

Sin embargo, hay autores que declinan la idea de que la presencia de estas estructuras esta
relacionada con eventos de genotoxicidad, debido al argumento de que las PN no se
forman en células en divisiébn. M&s sin embargo, hay estudios que indican que las PN
pueden ser consideradas como resultado de un evento genotdxico y que su origen es

parecido a la del MN.
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Tomada de Fenech 2002

Tomada de Fenech 2002 Tincion naranja de acridina/100x/ M'nesis, CIBO, IMSS

Figura 4. Células con prolongaciones nucleares. a) Célula de wucosa bucal de humano; b) y ¢) Linfocito binucleado de
humano; d) Eritrocito policromatico de ave.

Las teorias convencionales asumen que la formacién de MN es exclusiva de la divisién
celular. Sin embargo, se ha sugerido que los MN pueden originarse a partir de PN en la

interfase (Figura 5).

Ag
genotdxico y/o
citotoxic

Micronicleo | Prolongacion nuclear

Figura 5. Esquema del posible origen cowin de los wicrontcleos y las prolongaciones nucleares "ificat de Lindbera 2007
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El origen de las PN también podria ser explicado por el modelo convencional de la
formacién de MN, en el supuesto de que se derivan de rezagos anafasicos que de manera
independiente forman una envoltura nuclear durante la telofase antes de la integracién en
el nicleo o a partir de restos de fragmentos de puentes anafésicos Lindverg 2007, Tanaka y
Shimizu Tenaka 2000 han propuesto un modelo para la formacién de PN en células COLO
320DM de carcinoma colorectal de humanos, en las que amplifican dobles diminutos que
no han podido integrarse al nicleo en otros cromosomas en la mitosis (y que no fueron
MN debido a la presencia de membrana nuclear) y son atrapados por la proteina nuclear
[dmina B en la fase S, durante la reconstitucién de la membrana nuclear, cuando lamina B
se reconstituye, y asi da lugar a las PN. El ADN de estas PN se replica y posteriormente
puede ser liberado en el citoplasma como MN. Estas observaciones sugieren que el modelo
interfasico y mitético para la formacién de PN podria ser combinado para explicar el
posible origen de las PN.

Debido a que las PN podria ser una nueva fuente a partir del cual se formen MN en
interfase, es importante comprender su origen y su constitucién. Algunos estudios sugieren
que las PN y los MN en parte presentan mecanismos diferentes de origen. Las PN parecen
estar formadas principalmente por fragmentos cromosémicos acéntricos, con alto
porcentaje de fragmentos aparentemente intersticiales, que son raros en los MN Fenech 2003,
Cuatro modelos se han propuesto para explicar el origen de las PN. Dos de ellos asumen
que las PN se forman durante la divisién celular, ya sea por rezagos anafésicos o por
rompimiento de puentes anafésicos. Los otros dos postulan que las PN se originan en la fase
S, lo que representa extrusiones del nicleo ya sea de ADN amplificado, de ADN o bien
cromatina, en la que su replicacién ha fracasado. La formacién de las PN a partir de

disolucién de puentes anafdsicos parece ser una explicacién atractiva, al asumir que la
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forma de tallo tipica de las PN es el resultado del rompimiento del puente, cuando este es
resuelto (Figura 6). En esta figura 6 se representa el modelo para la formacién de MN
(parte superior) y PN (parte inferior), a partir de la ruptura de puentes cromosémicos
durante la telofase. Los puntos verdes indican ADN centromérico, y los puntos rojos ADN
telomérico. La envoltura nuclear se muestra como una linea gruesa negra. El puente en el
ejemplo estd formado a partir de cromatina dicéntrica y carece de secuencias teldbmericas o
de centrémero. Cromosomas dicéntricos originados por fusién telomérica, que se asume
que es un evento raro en cultivos de células humanas primarias, podria también ser el
resultado en puentes con los telémeros del ADN. Uno de las PN mostradas posteriormente

forma un MN Lindberg 2007'

Dos rupturas en el Micronicleo
puente
®
I > ( o
v/0 \" w/ \/
— N
N

4%

Puente cromosiwmico en

anafase -> A
\_/i
Una rupturas en el Se forman las
puente prolongaciones nucleares

Figura 6. Modelo que ejemplifica la formacion de micronicleos y prolongaciones nucleares a partir de remanentes

de puen tes ana fésicos Modificado de Lindberg 2007

Debido a lo anterior, se podria proponer que las PN y los MN en linfocitos binucleados
humanos presentan mecanismos de origen parcialmente diferentes. Los MN principalmente

se originan a partir de fragmentos acéntricos terminales y/o rezagos anafésicos que ocurren
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durante la anafase. La mayoria de las PN en linfocitos binucleados parecen originarse a
partir de fragmentos intersticiales o fragmentos acéntricos terminales, posiblemente en
representacion de la membrana nuclear que atrapa al ADN que se ha dejado en el
citoplasma después de la divisién nuclear, o exceso de ADN que se estd expulsando del
nleleO Lindberg 2007

En estudios previos se describié incremento de las PN en cultivo de linfocitos humanos y de
cerdo con la administracién del diferentes dosis de mitomicina—C (MMQ() serrano-Garcia 001 5i
como en cultivos de linfocitos de personas con deficiencia de acido félico Fenech 2002 en
células de mucosa bucal de personas expuestas a pesticidas o a drogas antineoplasicas y en

células de bovino transformadas por el virus Rous sarcoma y SV40 Eiston 1995,

o FEritrocitos

Los eritrocitos (glébulos rojos o hematies) son uno de los elementos de la sangre periférica
de los organismos Porland 1993 En el hombre, la forma madura del eritrocito adulto normal es
un disco bicdncavo, con didmetro promedio de 8 p y espesor de 2 p Hillman 1988 En frotis
tefiidos se observan como corpusculos circulares con borde liso Schaim 1964 Hillmsn 1988; McDonal 1998 | F|
glébulo rojo estd formado por agua, 70%:; una matriz de sustancias orgénicas e inorganicas
que forman hasta 5% del volumen del eritrocito, y aproximadamente 25% de su volumen
consiste en hemoglobina, la cual realiza la funcién de transporte de gases (O, y COy).
Excepto mamiferos, los peces, reptiles, anfibios y aves tienen eritrocitos nucleados y la
presencia de PN en las células de estos organismos es comun (Figura 7). Las formas de los
eritrocitos, dependiendo de la especie, pueden ir desde bicéncavos hasta elipticos Schaim 1964

(Figura 7).
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Es normal encontrar variaciones en el tamafio de los eritrocitos, ya que los més jévenes son
un poco mas grandes y disminuyen ligeramente con su edad. El eritrocito policromatico
(EPC) o eritrocito con basofilia difusa recién ha perdido el nidcleo, pero ain mantiene un
tinte azulado con la tincién de wright y giemsa, y es ligeramente mayor que el eritrocito
maduro. Cuando se tifien con un colorante supravital como el azul de cresil, revelan un
reticulo granulofilamentoso (polisomas y reticulo endoplasmico), por lo que se llaman

reticulocitos Reagan 1999,

Tincion wright y giemsa/100x/ Mutagénesis, CIB0, IMSS

Figura 7. Distintas formas de eritrocitos en diferentes especies. a) Velfin (7orsiops frumeatvs); b) Venado temazate

(Tamazate americanal c) Tortola (Seartasella inea); d) Sapo (Buffo horribilis)

En las pruebas de genotoxicidad por medio del ensayo de MN y/o PN en eritrocitos de
sangre periférica se pueden contar los EPC encontrados en la circulacién sanguinea para el

caso de pruebas de 24 a 48 horas, ya que ésta proporcion de células es constante, pero
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suele alterarse si el individuo recibe compuestos citotdxicos (valor que puede disminuir
hasta quedar en cero), lo que indica mielodepresién. Asimismo, se pueden contar los
eritrocitos normocromaticos (ENC) micronucleados para periodos de exposicién por mayor
tiempo o cuando la especie estudiada no presenta de manera normal EPC 2figa-Conzélez 1998 F¢
importante tomar en cuenta que debido a que los eritrocitos jovenes (EPC) no pierden los
ribosomas por aproximadamente 24 horas después de la enucleacién (ya que después de
este tiempo se transforman en ENC), estos se tifien de color azul-gris con el colorante de
giemsa o de color rojo con naranja de acridina Heddle 1978 Hayashi 1990 |o que facilita su
identificacién cuando se pretende contarlos en pruebas de periodos cortos de exposicion

(Figura 8).

\ Tingién naranja de acridina‘OOx/ Mutagénesis, CIB0, IMSS

Figura 8. Eritrocitos nucleados. a) Eritrocito normocromatico; b) Eritrocito policromatico (Ambos eritrocitos

presentan prolongacion nuclear y el policromatico presenta wicrontcleo).

o Sistema reticuloendotelial

El sistema reticuloendotelial es el encargado de retirar a los eritrocitos con alteraciones,
incluidos los MN, entre otras anormalidades presentes Zifiga 19960, E| bazo (Figura 9), como
parte del sistema reticuloendotelial, filtra la sangre, elimina particulas extrafias mediante
células fagociticas, y destruye o elimina a los eritrocitos viejos o sus fragmentos. Cuando los

eritrocitos envejecen, ocurren ciertos cambios que reducen su flexibilidad, esto dificulta su
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paso por la microcirculacién y en algin momento se produce lisis celular o fagocitosis y

eliminacién por el sistema reticuloendotelial.

Arteriola terwminal

Pulpa eritrocitica

Arteriola terminal

Pulpa eritrocitica

Figura 9. Estructura del bazo i"a" 1987,

Aunque todas las células reticuloendoteliales participan en la destruccién de los eritrocitos
viejos, las del bazo estan situadas anatémicamente, de tal modo que son los detectores mas
sensibles de cualquier anormalidad eritrocitica Schalm 1964: Hillman 1987: Hillman 1990

En este sentido, existen especies que tienen alta eficiencia de su sistema reticuloendotelial
para retirar los eritrocitos anormales, lo que hace que no se puedan observar MN en sangre
periférica, mientras que en otras se pueden observar estas estructuras en cualquier momento
de su vida 2ufiga-Gonzalez 2001c_

En el humano, el nimero de MN en sangre periférica es practicamente nulo hlege! 1986 pero
los podemos observar cuando la persona tiene mal funcionamiento del bazo schmid 1975; Corazza
1990; Williams 1990; Ramirez-Mufioz 1999’ fo) cuando ha SidO esplenectomizado Pariza 1990; Zuhiga 1996b; Ramirez-Mufioz

1999 Esta Gltima condicién es como se pueden tener los datos precisos cuando se quiere
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conocer la genotoxicidad de los medicamentos administrados a los pacientes Zifiga 1996b; Torres-
Bugarin 1999 " sin embargo, cuando el requerimiento es el de probar un nuevo farmaco, razones
éticas obvias descartan esta posibilidad y es entonces cuando los bioensayos nos dan la
oportunidad de probar dichos compuestos.

Por otro lado, se ha descrito que la variabilidad en el nimero de EMN esté influenciada por
la edad Odagiri 1998; Peace 1999; Wojda 2003; pacientes esplenectomizados adultos y nifios, mostraron
diferencias en el nimero de EMN en sangre periférica, siendo mayor en adultos con
respecto a nifios 2ifiga 1996b: Torres-Bugarin 1999 Estudios en roedores apoyan lo anterior, pues se ha
encontrado que la frecuencia de espermétides micronucleadas es mas alta en ratones y
hasmters viejos cuando se comparan con jdvenes lowe 1995: Allen 1996 Contrariamente, ademas
han sido descritas diferencias en el nimero de EMN espontédneos debidas a la inmadurez
del sistema reticuloendotelial en etapas juveniles, por lo cual son entonces incapaces de
retirar de la circulacién estas estructuras y conforme el organismo madura se va haciendo
maés eficiente, tal que puede removerlos de la circulacién hasta ser casi imperceptibles en su
etapa adulta 2ifiga 1996a; Zifiga 1996b; Zufiiga-Gonzalez 2001c. Asimismo, en la literatura se ha descrito que la
sensibilidad para la induccién de MN respecto al sexo, puede ser atribuible a diferencias

enziméticas y/o hormonales encontradas entre machos y hembras Meyne 1980; Nagae 1991,

o  Agentes Genotoxicos

Los compuestos que dafian al ADN pueden ser clasificados, con base en su mecanismo de
accion:

Clastogénicos: inhiben la sintesis del ADN y ocasionan posteriormente ruptura de enlaces,
que termina por producir fracturas cromosémicas Beaula 1991 como por ejemplo

antimetabolitos (Metotrexato), inhibidores de la topoisomerasa (Etopdsido), agentes
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alquilantes (Mitomicina, Ciclofosfamida) 2dfiga-Gonzalez 20036 anglogos de base (5-Fluorouracilo)
Zaniga-Gonzalez 20032 o jntercalarse en el ADN (Naranja de acridina) Hayashi 1990: dfiga-Gonzalez 2003b_
Aneuploidogénicos: inhiben la divisién celular, ya que bloquean la formacién del huso
mitdtico al unirse covalentemente a la proteina tubulina, lo que origina de esta manera el
rezago de cromosomas completos, que no se incluyen en los nlcleos hijos Pearson 1978: Yamamoto
1980: Iwai 1990; Williams 1990 como por ejemplo, la colchicina, vincristina y vinblastina.

A continuacién se describen brevemente los compuestos utilizados en el presente trabajo
para inducir tanto PN como MN en los organismos utilizados.

Mitomicina-C (MMC). La MMC es un compuesto alquilante clastégeno (Figura 10a y 10b);
considerada como carcinogénica y mutagénica ©riz 2004) ademds es un conocido agente
micronucleogénico y recientemente se ha observado la formacién de PN en cultivo de
linfocitos de cerdo y humano Serrano-Carcfa 2001 hor |o que es utilizada como testigo positivo en
pruebas de genotoxicidad Madrigal-Bujaidar 1996 | 5 MMC es derivada de la bacteria Streptomyces
caespitosus y es un antibiético que cuando es activado, actla como agente alquilante del
ADN. Esto resulta en el desapareamiento de las bases, rompimiento en la cadena de ADN vy
uniones cruzadas de cadenas complementarias, que previene la sintesis del ADN. La ARN
polimerasa dependiente del ADN también es inhibida, lo que disminuye la transcripcién
Mcvan 1995 |a MMC se absorbe bien por via intravenosa Rodriguez-Carranza 2000 gunque se puede
administrar por via intraperitonial (i.p.) ' 1995 Se distribuye por todo el organismo pero no
cruza la barrera hematoencefalica, se biotransforma en higado, riidn, bazo y corazén, se
elimina en orina y heces y su vida media inicial es de 5 a 15 minutos y la terminal de 50
minUtOS McVan 1995'

Ciclofosfamida (CF). La CF (C;H;5CL:N>O.P) es un compuesto alquilante clastégeno (Figura

10b y 10c) quimicamente relacionado con la mostaza nitrogenada; estd considerada como
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carcinogénica, mutagénica y teratogénica, ademds la CF es un conocido agente
micronucleogénico, por lo que es utilizada como testigo positivo en pruebas de
genotoxicidad Léhdetie 1983, Rodriguez-Caranza 2000, Es yna droga que requiere activacion hepética
inicial por el sistema de las oxidasas del citocromo P450 para adquirir propiedades
citotdxicas. Su actividad antitumoral depende de su biotransformacién en mostaza
fosforamida y acroleina. Estas formas activas alquilan o se unen con diversas estructuras
intracelulares, como los acidos nucleicos. Ain cuando no se conocen detalles del proceso,
su accién citotdxica final depende de la formacién de enlaces cruzados con las cadenas de
ADN y ARN vy de la inhibicién de la sintesis de proteinas. Esto produce desequilibrio en el

crecimiento intracelular, lo que conduce a la muerte celular.

0
. YNHz , y
0

N O

\ |
OMe y P — N(CH,CH,CI),

0

Figura 10. Agentes genotixicos. a) Estructura quimica de la wmitomicina-C; b) Estructura quimica de la

ciclofosfamida; ¢) Mecanismo de accion: Agente alquilante.
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Su accién es inespecifica sobre el ciclo celular y su efecto se manifiesta cuando la célula entra
en fase G2 (premitdtica). La CF se absorbe bien por v.o., aunque se puede administrar por
via intravenosa o intramuscular. La vida media plasmatica varia de 4 a 6 2 horas en

humanos, aunque por via oral (v.0.) el nivel pico se observa en una hora McVan 1995; smith 1998;

Rodriguez-Carranza 2000

o Bioindicadores

El monitoreo ambiental es por naturaleza una actividad a largo plazo, pieza fundamental
para describir el estado del ambiente y sus tendencias. Los programas de monitoreo
ambiental comprenden periodos prolongados de tiempo, por lo que deben ser lo
suficientemente flexibles como para adaptarse a situaciones nuevas, imprevisibles o
temporales, tanto de origen natural como humanas, cuyas consecuencias necesiten ser
evaluadas. Los organismos vivos han sido utilizados como bioindicadores de contaminantes
medioambientales. El valor de la biota en los programas de monitoreo esta relacionado con
la integracién a la exposicidon del contaminante y los efectos a través del tiempo y espacio.
Debido a las ventajas que presenta el utilizar bioensayos para la deteccién de genotdxicos,
diversos grupos de investigadores se han dado a la tarea de buscar organismos que puedan
ser utilizados como indicadores de dafio genotdxico. Para el caso particular de la prueba de
MN, estos organismos deberan responder formando EMN en nimero suficiente como para
que al exponerlos al probable agente genotdxico se observe incremento significativo en el
namero de MN. El planteamiento es que si una especie presenta EMN en buen ndmero (6 6
més en 10,000 eritrocitos) es debido a que el sistema reticuloendotelial no tiene estricto
control sobre éstos y por lo tanto, lo esperado es que si a estos organismos se les expone a

agentes genotdxicos, el nimero de EMN se incremente Zifiga 1996 Zufiga-Gonzlez 1998 |o que
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permitiria detectar genotdxicos micronucleogénicos mediante el estudio comparativo de los
EMN de la sangre periférica de estas especies.

En la prueba de MN se pueden utilizar animales de laboratorio para los diferentes agentes a
probar, lOS més comunes son rata Trzos 1978; Zudiga-Gonzélez 2003b’ ratén Hart 1983; Hayashi 1990; Ziniga-Gonzélez
20032 yy hamster Heddle 1991 v otros no tan comunes como el gato ZifigaGonzilez 1998 = ardij|la 2dfige-
Gonzélez 2001 v/ glgunos primates Choy 1993: Zifiga-Gonzélez 2005 o gves como los pollos, con las que se
puede tener también un sistema /n vivo mediante el estudio de su médula &sea Bhunya 1992: Jena
1995 En el caso de los anfibios cuyos eritrocitos son grandes, aproximadamente 30 p a
diferencia del eritrocito de mamifero que mide 8 p, la observaciéon de MN es facil. El
ensayo de MN se ha realizado en eritrocitos de sangre periférica de larvas, como los de
rana (Rana temporaria), que resultd ser més sensible que el sapo (Xenopus laevis) Rudek 1992,
de igual manera, se ha empleado a los renacuajos de Rana catesbeiana campara 2003 ademés
del primer anfibio usado como biomonitor Pleurodeles walt! ‘2v'et 1986 y recientemente se ha
propuesto realizar el ensayo de MN en células de muda de Ambystoma sp. Zamora-Perez 2004, n
buen nimero de peces Teleosteos han sido propuestos, como la trucha Oncorhynchus
mykiss, el pez Japonés Oryzias latipes, Cyprinus carpio, Tinca tinca, A% 19% o Umbra
pygmaea, éste Ultimo de reducida distribucién geogréfica Krauter1987,

Los invertebrados también se han utilizado como biomonitores, es el caso de la ostra
Crassostrea gigas, en la cual el estudio se realiza en hemocitos, asimismo, son utilizadas las
branquias de otros bivalvos Rodriguez-Ariza 1992; Burgeot 1995; Waldmann 1995 Por (lltimo, las plantas se
toman en cuenta cada vez méas ya que, de manera similar, pueden manifestar dafio por
agentes contaminantes de efecto genotdxico con la formacién de MN, asi es el caso de

Vicia fabay Allium cepa, en la que se utilizan los meristemos de la raiz para la observacién
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de los MN Burgeot 1995; Grant 1992: Ma 1995 o Tradescantia en la que se utiliza el polen Ruiz1992; Herman 1995;
Zufiiga 1996_

Por lo tanto, utilizar organismos que de manera natural puedan dar informacién acerca del
medio ambiente en donde se encuentra la especie de interés, resulta de gran provecho vy
mUy econémico Zufiga-Gonzalez 1991; Zuhiga-Gonzalez 1998; Zufiga-Gonzélez 2002; Zamora-Perez 2004; Zufiga-Gonzélez 2005- De
ahi la importancia de contar con bioindicadores que den informacién de manera directa y
rdpida, y a la vez conservar la vida y el hébitat de la especie. En estudios previos del
Laboratorio de Mutagénesis (IMSS), se han identificando especies que presentan de manera
espontédnea un buen nimero de MN, con la finalidad de proponerlas como bioindicadores
para evaluar el posible efecto genotdxico de los compuestos Zifiga 1996a: Zufiga-Gonzélez 2000: Zufiga-
Gonzélez 2001a; Zanhiga-Gonzalez 2001c¢; Zufiga-Gonzélez 2002; Zuhiga-Gonzélez 2005'

En el caso de especies con eritrocitos nucleados que se han muestreado con este fin, las que
han presentando MN en buen nimero han sido, dentro del grupo de las Aves, el perico
atolero (Aratinga canicularis) con 5.1 EMN/10,000 eritrocitos y el Tecolote (Otus asio) con
10.6 EMN/10,000 eritrocitos 2uniga-Gonzilez 2000 v dentro del grupo de los reptiles, el cocodrilo
de pantano (Crocodylus moreletii) que presentd 3.0 EMN/10,000 eritrocitos 2dfiga-Gonzélez 2000,
S6lo estas 3 especies con eritrocitos nucleados de 44 muestreadas presentaron EMN
espontdneos, mas sin embargo presentan PN esponténeas en buen namero, por lo que las
especies con eritrocitos nucleados no estarian descartados para ser utilizadas como

bioindicadores de agentes genotdxicos mediante el incremento de PN.

o Perico atolero (A. canicularis; Linnaeus, 1758)

El perico atolero o del Pacifico Mexicano(A. canicularis), es un perico pequefio con la parte

superior del cuerpo verde brillante, mas amarillo y claro por debajo y con un tinte oliva en
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el pecho; la frente es naranja o amarillo-naranja (reducido en los juveniles) y presentan un
parche color azul opaco en la corona. El forro de las alas es oliva amarillento y las remeras
azules en su mayoria, al igual que la punta de su larga cola. El iris es amarillo y el anillo
ocular desnudo es amarillo naranja. Tienen el pico ganchudo, fuerte y blancuzco; las patas
son color grisdceo apagado, con dos dedos hacia delante y dos hacia atrés, lo que les
permite agarrarse bien de las ramas de los arboles. Miden aproximadamente 24 cm y pesan
aproximadamente 80 gr (Figura 11). Se alimenta principalmente de granos, semillas, frutos,
flores, insectos, papillas diversas. Su nombre se debe a que cuando son jévenes, en
cautiverio se acostumbra criarlos alimentédndolos con atole de maiz. Su reproduccién es
sexual, ovipara: el periodo de incubacion es de 25 dias y la puesta consta de 3 a 6 huevos.
Tienen de dos a cuatro polluelos y se reproducen tres veces al afio en forma silvestre y una
en cautiverio. Viven aproximadamente 25 afios en promedio. Son animales terrestres y por
su naturaleza, se adaptan Unicamente a las zonas con clima tropical y templado. Es
frecuente encontrarlo en sabanas con &rboles dispersos, bosques secundarios, bordes de

bosque 'y en el dosel de bosques deciduos o  siempre  verdes

http://www.ine.gob.mx/ueajei/publicaciones/libros/280/atolero.html A

Figura 11. Perico atolero (4. eanmicularis).
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En México se encuentran en la vertiente del Pacifico, desde Sinaloa hasta Chiapas y en

Centroamérica hasta Costa Rica (Figura 12).

Tomado de www.gbif.net, 2008-11-25

Figura 12, Distribucion geografica del perico atolero

Como su hébitat es en el clima tropical y templado, pueden ser observados en selvas
medianas caducifolias y subcaducifolias; asi como también en cultivos de frutas, maiz y
sorgo. Son muy sensibles a los cambios bruscos del medio ambiente y son organismos que
se adaptan facilmente a las condiciones de cautiverio, por lo que su estancia en el
laboratorio no es problema http://www.ine.gob.mx/ueajei/publicaciones/libros/280/atolero.html

En investigacion, las aves se han utilizado como organismos bioindicadores, Bhunya y Jena
Bhunya 1992; Jena 1995 ytilizaron crias de pollos para determinar el potencial mutagénico del
monocrotofé, un plaguicida organofosforado, mediante el ensayo de aberraciones
cromosdémicas y la prueba de MN en células de médula 6sea y en eritrocitos de sangre
periféricas, la desventaja de este estudio es la toma de muestra de medula ésea, ya que para
poder obtener las células hay se sacrificar a los organismos. En otro trabajo se analizé el
namero de eritrocitos micronucleados en polluelos de garza (Ardea purpurea, Egretta
garzetta y Bubulcus ibis) de la cuenca del Ebro, Espafia, para evaluar el impacto de la

contaminacién en el habitat natural de estas poblaciones de aves Quirss 2008,
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o Cocodrilo de pantano (& moreletii: Dumeril y Bibron, 1851)

Se distingue por ser de tamafio promedio menor entre 3 a 3.5 m y las crias al nacer entre
25 y 30 cm. La cabeza es aplanada y ancha, su hocico relativamente corto y bastante
redondeado en la punta. Su longitud es 1.5 a 1.7 veces el ancho basal. Dientes de tipo
tecodonto, cinco dientes premaxilares, 13 6 14 maxilares y 15 mandibulares, sutura
interpremaxilar considerablemente més corta que el ancho sumado de los premaxilares.
Algunos ejemplares maduros presentan un par de crestas transversales frente a los ojos, que
se unen a la mitad dorsal de la mandibula superior. En el cuello tiene cuatro o més escudos
postoccipitales y 6 6 mas nucales. Las escamas ventrales tienen glandulas foliculares y sin
botones osteodérmicos. Cola redondeada al principio y posteriormente comprimida,

sobretodo en la porcién distal. Presenta verticilos intercalados en la parte ventral de la cola

Alvarez del Toro 1974; Sigler 1995 (Figura ]3)'

Figura 13. Caracteristicas morfoldgicas del cocodrilo de pantano (& morelein oo & tia e dentificaion e UTES-Gusodrios 2000)

Se tienen registros de su distribucién en los Estados de Chiapas, Campeche, Colima, San Luis
Potosi, Tabasco, Tamaulipas, Quintana Roo, Yucatén, Veracruz y como una especie

introducida en Sinaloa y Colima (Figura 14).
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Figura 14. Distribucion geografica del cocodrilo de pantamng et de Casas-hndrea 2003

Esta especie de cocodrilo se encuentra en areas tropicales, desde luego célidas y himedas,
con temperatura media anual por arriba de los 22°C, con precipitacién anual de 2000 mm
o mas. El habitat se ha descrito en forma general, considerdndosele primariamente de agua
dulce, la que consiste en pantanos, estanques o humedales, arroyos, ciénegas, lagunas, rios
de corriente lenta y raras veces en rios caudalosos, existiendo algunos registros por parte de
pescadores, que hablan de la presencia de este cocodrilo en aguas salobres. Se describe
también que es frecuente encontrar a la especie en aguas con poca corriente o estancadas,
que pueden ser claras o turbias, con abundante vegetacién acuédtica enraizada o flotante y
poco profundas Alvarez del Toro 1974; Sigler 1995 _

En México, estos hébitats se encuentran en la porcién tropical de la Costa del Golfo de
México, hasta altitudes posiblemente de 500 m y del Caribe, en lugares con temperatura
media anual entre los 26 y 28°C, con temperatura minima media anual de 18°C y en sitios
libres de heladas. La precipitacién media anual de los lugares donde se encuentran estos

animales Varfa entre 600 y 4000 mm Alvarez del Toro 1974; Sigler1995-
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En términos generales y como las otras especies de cocodrilos del pais, ésta es relevante por
su importancia en el &mbito econdédmico, ecoldgico y cultural. Esta especie, como la de otros
cocodrilianos, han soportado la intensa explotacién por més de un siglo. El producto més
cotizado es su piel, aunque en la actualidad se realiza la explotacién de la carne y otros
érganos y partes.

Ecolégicamente algunos han considerado a los cocodrilos como especies paraguas, ya que
se encuentra en la parte més alta de la cadena de alimentacién, siendo un depredador
selectivo de presas a lo largo de su vida, lo que le permite el control de otras poblaciones
de animales en su entorno y el reciclado de nutrientes importantes en el ambiente. Con sus
hébitos cavadores y sus movimientos habituales, forman canales y reservorios de agua en la
época de sequia que sirven de refugio a aves acudticas y otros animales asociados al agua.
Los individuos pequefios se alimentan de insectos, caracoles, crustdceos, babosas y peces
pequeios. Los adultos consumen diferentes especies de mamiferos, aves, reptiles, anfibios y
peces Aguilar 2001,

El cocodrilo como especie es un recurso natural valioso, debido a su representatividad en
los grupos taxonémicos, a su posicidon en las cadenas tréficas, asi como a sus caracteristicas
territoriales.

En investigacién, el cocodrilo ha sido utilizado en estudios tipo ecosistémicos, en los cuales
se toman como base los eslabones de las cadenas alimenticias de algunas especies silvestres,
como es el caso del cocodrilo, para ser utilizado como indicador de contaminacién, como
por ejemplo de DDT. Como ejemplo de lo anterior, se cuenta con un estudio realizado en
las costas de Oaxaca, en el municipio de Pochutla, en el que determinaron DDT vy sus
metabolitos en sangre de ejemplares de cocodrilo de rio (C. acutus) 'exlez 2007 en otro

estudio se determind el valor basal de MN, asi como el nimero de células con cometas en
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una poblaciéon de Caiman /latirostris, proponiendo a este organismo como potencial

bioindicador de agentes genotdxicos, por medio de los ensayos antes mencionados Polenta

2008,

Las PN se han observado en diferentes tipos celulares y se han asociado con exposicién a
genotoxicos, sin embargo, estas estructuras no se han sistematizado debidamente como
indicador de exposicién a agentes genotdxicos, por lo que en el presente trabajo, se
eligieron dos especies con eritrocitos nucleados: perico atolero (A. canicularis) y cocodrilo
de pantano (C. moreletii), con base en su uso previo en el monitoreo de contaminantes, su
situacién como recurso natural valioso, su representatividad en los grupos taxonémicos, su
posicién en las cadenas tréficas, asi como a las caracteristicas territoriales de cada una, para
probarlos con un genotdéxico conocido Madrigal-Bujaidar 1996 como la MMC o CF vy verificar si
tanto el nimero de PN como el de MN incrementan en eritrocitos de sangre periférica,
como previamente fue observado en cultivo de linfocitos humanos y de cerdo con la
administracién de MMC Serrano-Gardia 2001 |o que indicaria si los eritrocitos nucleados en general
responden al genotéxico mediante la formacién de eritrocitos con PN. Al mismo tiempo se
contarén los eritrocitos micronucleados (EMN) que se formen para comparar este valor con
el obtenido para las PN y determinar si alguno de los dos pardmetros se manifiesta en
mayor nimero. Por lo que posterior a la demostracién del modelo bajo condiciones de
laboratorio, se contard con una nueva alternativa para detectar compuestos genotdxicos en
el ambiente, por medio de la observacién del incremento de PN en los eritrocitos de las
especies propuestas.

Cabe sefalar en este momento y de manera general que no todas las especies son utiles

para emplearse en la evaluacién de genotéxicos por medio de la prueba de MN, asi mismo
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que tanto esta prueba, como las investigaciones que se realizan con animales en el
laboratorio en el 4rea de toxicogenética, permiten establecer estimaciones del riesgo

genético potencial, siendo estas de las denominadas pruebas tamiz Rodriguez-Amaiz 1995,
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Planteamiento del Problema

El efecto nocivo de los contaminantes es cada vez mayor sobre los ecosistemas, por lo que
el monitoreo de éstos y el tener nuevas alternativas sencillas, rdpidas, econémicas vy
confiables para su deteccidn son indispensables.
Por otro lado, en nuestro pais no existen programas rutinarios de monitoreo sobre
contaminantes, en consecuencia no se tienen inventarios formales de los mismos y se
desconocen los mecanismos de transporte, rutas y acumulacién en los ecosistemas
receptores; tampoco se tiene un conocimiento pleno sobre su exposicién, efectos
genotdxicos y riesgos implicados, por lo que el monitoreo debe ser una herramienta que
nos permita evidenciar en principio la presencia de estos compuestos y sus efectos en los
diversos ecosistemas y en los organismos que alli se desarrollan. Recientemente se ha
descrito que las PN observadas en cultivo de linfocitos humanos, estdn relacionadas con
exposicién a agentes genotdxicos, aunque la informacién existente al respecto aln es escasa
y no existen pruebas /n vivo, ni modelos animales para su estudio. En trabajos anteriores
que se han realizado en el laboratorio de Mutagénesis (IMSS) con aves y reptiles se han
observado EPN. Por lo que, en el presente trabajo, se pretende aprovechar esta
caracteristica para demostrar que el eritrocito nucleado puede ser Gtil en estudios de
genotoxicidad, tanto en el laboratorio como en trabajos de campo, mediante el conteo de
PN, al mismo tiempo que se considerard el aumento de los EMN y se comparardn ambos
pardmetros.
Por lo que se plantean las siguientes preguntas:

{Se incrementan los eritrocitos con prolongaciones nucleares cuando se administra

un genotdéxico conocido?
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{Los eritrocitos con prolongaciones nucleares incrementan significativamente mas
que los eritrocitos micronucleados en presencia de un genotdxico conocido en las

especies seleccionadas?

Jaime Lona Aguirre/enero 2009 19



Hipétesis

La exposicion a un genotdxico conocido, incrementa el nimero de EPN en las especies
seleccionadas, efecto que puede utilizarse para el monitoreo /n situ de compuestos
genotdxicos en el ambiente.

Los eritrocitos con prolongaciones nucleares incrementan significativamente mas que los

eritrocitos micronucleados en las especies seleccionadas.
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Objetivos

General
Demostrar que los eritrocitos con prolongaciones nucleares son un pardmetro indicador de
genotoxicidad en especies con eritrocitos nucleados como el cocodrilo de pantano (C.

moreletii) y el perico atolero (A. canicularis).

Particulares

o Establecer los valores basales de eritrocitos con prolongaciones nucleares; eritrocitos
micronucleados y eritrocitos policrométicos en cada una de las especies seleccionadas.

o Inducir el incremento de eritrocitos con prolongaciones nucleares, eritrocitos
policrométicos con prolongaciones nucleares, eritrocitos micronucleados y eritrocitos
policrométicos micronucleados, con la administracién de tres diferentes dosis de un
genotoéxico conocido como la mitomicina-C en el perico atolero (A. canicularis).

o Inducir el incremento de eritrocitos con prolongaciones nucleares, eritrocitos
policrométicos con prolongaciones nucleares, eritrocitos micronucleados y eritrocitos
policrométicos micronucleados, con la administracién de tres diferentes dosis de un
genotéxico conocido como la ciclofosfamida en el cocodrilo de pantano (C. moreletii).

o Comparar el incremento de prolongaciones nucleares y eritrocitos micronucleados en
eritrocitos policromaticos y eritrocitos normocrométicos en cada una de las especies
estudiadas.

o Verificar la sensibilidad de los pardmetros: eritrocitos con prolongaciones nucleares vs
eritrocitos policromaticos con prolongaciones nucleares, eritrocitos con prolongaciones

nucleares vs eritrocitos micronucleados, eritrocitos micronucleados vs eritrocitos
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policrométicos micronucleados y eritrocitos policromaticos micronucleados vs eritrocitos

policrométicos con prolongaciones nucleares, en cada una de las especies estudiadas.
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Materiales y métodos

o Sede

Este trabajo se realizé en el Laboratorio de Mutagénesis del Centro de Investigacidon
Biomédica de Occidente (CIBO), del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) con
namero de registro otorgado por el comité local de investigacion: 13052006-04 (Anexo A)
y en el Centro para la Conservacién e Investigacién de la Vida Silvestre (CIVS), de la
Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT), Guadalajara, Jalisco,

México.

o Diseio

Tipo de estudio: experimental.
Por el tipo de captacién de la informacién: Prospectivo.
Por la medicién del fenédmeno en el tiempo: Longitudinal.

Por la presencia de un grupo testigo negativo: Comparativo.

o Definicidh de variables

Independiente: Administracién de MMC y CF.

Dependiente: Namero de EMN y EPN.

o Criterios de inclusion

Organismos aparentemente sanos de las especies seleccionadas, de sexo indistinto.

o Oriterios de exclusion

Organismos que durante el experimento enfermaron o murieran, asi como las muestras que

no pudieron ser analizadas por alguna causa.
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o Seleccion de los organismos

Los organismos fueron aparentemente sanos, de sexo indistinto y cuando fue posible, de
pesos y edades similares. Al llegar al laboratorio fueron identificados con una marca segin
la especie y registrados en una bitdcora con el mayor nimero de datos que se pudo
obtener. Antes de iniciar la parte experimental se les mantuvo por un minimo de 10 dias
para su adaptacién a las condiciones del laboratorio. Los organismos de cada especie fueron
colocados en alojamientos adecuados a la especie, con agua y alimento ad /ibitum.

Los organismos vivos de perico (A. canicularis) y cocodrilo (C. moreletii) fueron
proporcionados por la SEMARNAT.

Los A. canicularis fueron facilitados por el CIVS “Guadalajara”, organismo dependiente de
la Direccién General de Vida Silvestre (DGVS) de la SEMARNAT; estas aves fueron
manejadas en las instalaciones del CIVS y el procedimiento de laboratorio fue realizado en
el CIBO. Se utilizaron 28 pericos atoleros de ambos sexos y peso variable (75.9+5.9 gr).
Los pericos fueron divididos aleatoriamente en cuatro grupos de 7 aves cada uno Havashi 2000
(testigo negativo y tres grupos experimentales) y fueron alojados en jaulas de acero de

54x30x36 cm (Figura 15), con agua y alimento, que consistié en semillas de girasol y fruta.

.ml:lllllli; il
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Figura 19. Alojamiento de los pericos.
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Para el experimento con C. moreletii se utilizaron 20 animales de ambos sexos y con peso
promedio de 66.5+29.0 gr y talla de 31.0%x4.5 cm, los cuales fueron colectados en la
laguna de Alcuzahue, municipio de Tecomén, Colima, localizado a 18°54'47"N 103°46'36"O
(Figura 16), bajo autorizacién de la Direccién General de Vida Silvestre, otorgada en los
Oficios No. SGPA/DGVS/11943 y SGPA/DGVS/04026 (Anexo B); los organismos fueron
suministrados por el CIVS “Guadalajara” y manejados en el CIBO con la autorizacién del
Oficio SGPA/DGVS/01373/06 (Anexo C), bajo la modalidad de Depésito Administrativo

para Investigacion.

Figura 16. Localizacién de la laguna de Alcuzahue, Colima, México.

Los C. moreletii colectados fueron crias nacidas en la temporada reproductiva 2005, de
ambos sexos, los cuales fueron mantenidas en condiciones controladas de laboratorio y
fueron alimentados con neonatos de rata y ratdn, procedentes del bioterio del CIBO
(IMSS). Por tratarse de organismos poiquilotermos, en los cuales su metabolismo es
influenciado por la temperatura ambiente, se disefi® e implementé un sistema que permitid

mantener la temperatura constante en su albergue, durante el periodo de aclimatacién
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(Figura 17). Para esto construy® un mecanismo que permitié lograr este objetivo y asi, la
temperatura a la cual se decidié llevar a cabo la induccién con el genotdxico, asi como el
mantenimiento del grupo testigo negativo fue a 30°C, sin variaciones durante todo el
experimento, ya que esta es la temperatura promedio a la que se encuentra el agua en la

laguna de Alcuzahue.

Figura 17. Alojamiento de los cocodrilos: a) Vista de cerca del contenedor donde se alojaba a los cocodrilos; b) Vista

en general del sistema disenado para el alojamiento de los grupos de trabajo de cocodrilos.

Una vez que se establecieron las condiciones adecuadas en el laboratorio, los cocodrilos
fueron divididos aleatoriamente en cuatro grupos con cinco cocodrilos cada uno Hayashi 2000
(testigo negativo y tres grupos experimentales). Los organismos tenian al momento de la

fase experimental aproximadamente de 6 meses de edad.

o Induccion de MN y PN con MMC en el perico atolero (4. canicularis).

Para la induccién de PN y MN, a los organismos se les administré una inyeccién via
intracelomica (i.c.) (Figura 18a) de una de las tres diferentes dosis de MMC/Kg en2 1995 [CAS
No. 50-07-7; Sigma, St Louis, Missouri, USA], cada 24 h por 2 dias, todas las dosis fueron

ajustadas a un volumen final de 0.2 ml con agua inyectable (Cuadro 1). Se obtuvo una gota
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de sangre a las 0, 24, 48 y 72 h a partir de la primera administracién, mediante corte de

garra (Figura 18b), el grupo control sélo recibié el mismo volumen de agua inyectable i.c.

Figura 18. Manejo del perico atolero. a) Inyeccion i.c.; b) Obtencion de gota de sangre por wedio de corte de garra.

Cuadro 1. Formacion de grupos, dosis y tiempo de exposicion para la induccion de eritrocitos con prolongaciones

nucleares y eritrocitos micronucleados en el perico atolero.

Dosis

Tiewmpo de exposicidn

Via de adwinistracion

Grupo n
1 (7estigo negativo) 7
2 7
3 7
4 7

200 ul de agua inyectable
2 mg de MMC/Kg
3 mg de MMC/Kg
4 mg de MMC/Kg

Cada 24 h/ 2 dias
Cada 24 h/ 2 dias
Cada 24 h/ 2 dias
Cada 24 h/ 2 dias

Todas las dosis fueron ajustadas a un volumen final de 200 pl con agua inyectable. MMC: Mitomicina-C; n: tamaito de la wwestra; i.c.:

intraceldmica.

o Induccion de MN y PN con CF en el cocodrilo de pantano (£, moreletin.

Para la induccién de PN y MN, a cada organismo se le administré v.o. (Figura 19a) una de

las tres diferentes dosis de CF GomezMeda 2004 (CF; No. CAS 6055-19-2; SIGMA), cada 24 h por

2 dias; todas las dosis fueron ajustadas a un volumen final de 0.5 ml con agua inyectable.

Se obtuvo una gota de sangre a las O, 24, 48, 72, 96 y 120 h después de la primera dosis

administrada, mediante corte de garra (Figura 19b), el grupo control sélo recibié 0.5 ml de

agua inyectable v.o.
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Figura 19. Manejo del cocodrilo de pantano. a) Adwinistracion v.o.; b) Obtencion de gota de sangre por wedio de

corfe de garra.

Cuadro Z. Formacion de grupos, dosis y tiempo de exposicion para la induccion de eritrocitos con prolongaciones

nucleares y eritrocitos micronucleados en el cocodrilo de pantano.

Grupo n Dosis Tiewmpo de exposicidn Via de adwinistracion
1 (Testigo negativo) 5 500 ul de agua inyectable Cada 24 h/ 2 dias V.0.
2 5 4 mg de CF/Kg Cada 24 h/ 2 dias v.o.
3 5 7 mg de CF/Kg Cada 24 h/ 2 dias v.o.
4 5 10 mg de CF/Kg Cada 24 h/ 2 dias v.o.

Todas las dosis seran ajustadas a un volumen final de 500 yL con agua inyectable. CF: ciclofosfamida; n: tamaito de la wmuestra; v.o.: via
oral.

o Preparacion y analisis de las wmuestras

Con la gota de sangre se realizaron dos extendidos sobre portaobjetos limpios. Las muestras
se dejaron secar y fueron fijadas en etanol absoluto por 10 min. La tincién se realizé con
naranja de acridina Zdfiga-Gonzalez 2003 " tincidn especifica para acidos nucleicos, lo que permite
demostrar que lo que se observa al microscopio es ADN en eritrocitos micronucleados
(EMN) o un eritrocito con prolongaciones nucleares (EPN), segin sea el caso. Se debe
tomar en consideracidén que el naranja de acridina es un compuesto que se intercala entre
las bases del ADN y por lo tanto, fue necesario contar con medidas de seguridad tales como

uso de guantes, bata y cubrebocas para evitar contacto y aspiracién durante su manejo.
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Las muestras fueron observadas con el objetivo 100X en un microscopio marca OLYMPUS
modelo CX40, con sistema iluminador de epifluorescencia OLYMPUS modelo CX-RFLT50
(ld&mpara de mercurio 50W vy filtro de fluorescencia azul DMB-2 OLYMPUS) y sistema
fotogréfico (35 mm, manual) OLYMPUS modelo SC3512Y. Se conté el namero de
eritrocitos policrométicos micronucleados (EPCMN) vy eritrocitos policromaticos con
prolongaciones nucleares (EPCPN) en 1,000 eritrocitos policrométicos (EPC; estos
parémetros detectan el dafo ocurrido durante las 24 a 48 horas después de la
administracién del genotdxico); asimismo se conté el nimero de EMN y EPN en 10,000
eritrocitos totales (ET), segln sea el caso (esto permite detectar el dafio acumulado después
de la administracién). La proporcién de EPC en 1,000 ET fue obtenida también, para
determinar si la dosis empleada fue citotdxica y pudiera causar mielodepresién (esto
permite saber si ain hay divisién celular), lo que podria llevar a una conclusién equivocada
y dar un falso negativo.

Con la tincién de naranja de acridina, los EPC se observan de color rojo o anaranjado y los
ENC en verde obscuro, en ambos casos el ADN del nicleo y del MN se tifie de color
amarillo brillante (Figura 20). Los MN se contaron sélo cuando se encontraron totalmente
separados del nuacleo y presentaron forma redonda (Figura 20b y 20d), mientras las
prolongaciones nucleares se consideraron cuando la prolongacién estuvo totalmente
originada a partir del nacleo, cuando se encontrd parcialmente sobrepuesta al ndcleo o
cuando present6 forma de gota en la que se observara o presumiera que existiera una hebra

unida al nicleo (Figura 20a y 20c).
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R 3

00x/ Mutagénesis, 0180, IMSSID

Tincion naranja de acridina /100x/ i.émsis, C1B0, IMSS

Figura 20. Muestras de eritrocitos nucleados de sangre periférica. a) Eritrocito con prolongacion nuclear; b)
Eritrocito wmicronucleado; ¢) Eritrocito policromatico con prolongacion nuclear; d) Eritrocito policromatico

wicronucleado.

o Analisis Estadistico

Los resultados se expresan como promedio * desviacidn estdndar. Las comparaciones se
hicieron entre cada grupo y su respectivo valor basal (O h), mediante andlisis de varianza
(ANOVA) para medidas repetidas y se empled la prueba de ajuste LSD para multiples
comparaciones post hoc, considerandose estadisticamente diferentes cuando el valor de P
fue menor a 0.05. Las pruebas estadisticas se realizaron por medio del programa SPSS

(v.11.0) para Windows®.
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o Consideraciones éticas

Los organismos fueron tratados de acuerdo a los requerimientos y Normas Institucionales y

Gubernamentales de México e Instituciones de Salud de los Estados Unidos de Norte

América Diario Oficial 1999, Poole TB 1994_

o Consideraciones legales

Los organismos utilizados contaron con los permisos y requerimientos legales establecidos
en la Ley General del Equilibrio Ecolégico y Proteccién al Ambiente, asi como en la Ley
General de Vida Silvestre y en la Conveccién CITES. El destino final de los especimenes lo
determiné la Direccién General de Vida Silvestre/SEMARNAT, entidad gubernamental

encargada de expedir los permisos correspondientes (Anexo D).
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Diagrama de flujo:
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Conteo de EPC, EPN, EMN, EPCPN y EPCMN
Observacién al microscopio de fluorescencia/objetivo 100x
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Resultados

o Induccion de EPN y EMN con MMC en el perico atolero

Se analizaron en total 784 laminillas de sangre periférica de perico atolero. El promedio del
valor basal de EPN, EMN y EPC a partir de los 28 pericos atoleros utilizados en el estudio
fue de 13.4 EPN/10,000 ET, 3.4 EMN/10,000 ET y 83.6 EPC/1,000 ET.

En el grupo testigo negativo (Grupo 1) no se observaron diferencias significativas en el
ndmero de EPN o EMN, mientras que la proporcién de EPC varié a las 24 h (P<0.004) y
48 h (P<0.04). Este incremento significativo en la proporcién de EPC también fue
observado en el grupo 4 (Dosis alta: 4 mg de MMC/Kg) a las 24 h (Cuadros 3 y 4; gréficas
1y 2).

El grupo 2 (Dosis baja: 2 mg de MMC/Kg) presenté diferencias significativas en la
proporcién de EPC a las 72 h (P<0.004). En los EPN y EMN no se observé incremento
significativo durante el tiempo de muestreo, mientras que los EPCPN y los EPCMN
incrementaron significativamente a las 24 h (P<0.006, P<0.007, respectivamente) 48 h
(P<0.01, P<0.02, respectivamente) y 72 h (P<0.03, P<0.01, respectivamente) (Cuadros 3
y 4; gréficas 1y 2).

En el grupo 3 (Dosis intermedia: 3 mg de MMC/Kg) no se observé diferencia en la
frecuencia de EPN y EMN o en la proporcién de EPC, durante el tiempo de muestreo, sin
embargo, los EPCMN incrementaron significativamente a las 48 h (P<0.03) y 72 h
(P<0.04), mientras que el nimero de EPN incrementd con respecto al valor basal, pero
este aumento no fue significativo (Cuadros 3 y 4; gréficas 1y 2).

En el grupo 4 (Dosis alta; 4 mg de MMC/Kg) el nimero de EPCPN incrementé
significativamente a las 48 h (P<0.001) y 72 h (P<0.01) y los EPCMN a las 48 h (P<0.01) y

72 h (P<0.006) (Cuadro 3y 4; gréficas 1y 2).
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Cuadro 3. Efecto de la witomicina-C en el nimero de eritrocitos policromaticos, eritrocitos micronucleados y

eritrocitos policromaticos micronucleados en el perico atolero.

Tiempo de Muestreo
Grupo n  Fritrocitos Oh 24 h 48 h 7Zh
Testigo negativo (200 ul de agua inyectable) 7 EPC/1,000 ET 91.7x14.7 111.8+14.3 122.5+34.4 117.4+56.0
Valor de 7 <0.003 <0.04 NS
EMN/10,000 ET 3.0+3.6 2.1x2.1 2.1+2.1 1.7x2.9
Valor de 7 NS NS NS
EPCMN/1,000 EPC 0.4+0.7 0.2+0.7 0+0 0.5%1.1
Valor de 7 NS NS NS
2 (2 mg de MMC/Kg) 7 EPC/1,000 ET 75.29.7 70.08.4 69.129.2 45.2+14.9
Valor de 7 NS NS <0.004
EMN/10,000 ET 4.1+4.0 5.2+2.8 6.0£3.3 3.5+1.8
Valor de 7 NS NS NS
EPCMN/1,000 EPC 0.1+£0.3 1.0+1.0 1.8%x1.2 2.7%x1.6
Valor de 7 <0.007 <0.02 <0.01
3 (3 mg de MMC/Kg) 7 EPC/1,000 ET 81.0£24.9  75.2%13.3  68.4%163  64.5%19.7
Valor de 7 NS NS NS
EMN/10,000 ET 3.4+2.6 5.0£5.1 5.2%2.2 3.1x2.3
Valor de 7 NS NS NS
EPCMN/1,000 EPC 0.2+0.4 1.1+1.6 3.1x2.8 1.5+0.9
Valor de 7 NS <0.03 <0.04
4 (4 mg de MMC/Kg) 7 EPC/1,000 ET 86.7+6.8 108.7£23.2 82.2+8.2 35.7x14.7
Valor de 7 <0.03 NS <0.001
EMN/10,000 ET 2.8+2.4 2.8x1.3 3.8x1.5 6.0x2.5
Valor de 7 NS NS <0.03
EPCMN/1,000 EPC 0.5+0.7 0.7+x0.4 2.8%x1.8 6.0x2.7
Valor de 7 NS <0.01 <0.006

Los resultados estan expresados como prowedio =+ desviacion estandar. EMN: eritrocitos wicronucleados; EPCMN: eritrocitos policromaticos micronucleados; EPC:
eritrocitos policromaticos; ET: eritrocitos totales; MMC: wmitomicina—C; NS: no significativo; n: tamano de la wmuestra. Las comparaciones se realizaron en cada
arupo entre el valor basal (0 h) con los siguientes tiewmpos de wwestreo (24, 48 y 72 h) para cada parametro analizado (EMN, EPCMN y EPC), se evalvaron
wediante analisis de varianza (ANOVA) para wedidas repetidas y se ewmpled la prueba de ajuste LSP para wltiples comparaciones post hoc considerandose

estadisticamente diferentes cuando el valor de 7 fue menor a 0.05. Todas las dosis fueron ajustadas a un volumen final de 200 yl con agua inyectable.

Jaime Lona Aguirre/enero 2009 44



Grafica 1. Distribucion del nimero de eritrocitos policromaticos, eritrocitos micronucleados y eritrocitos

policromaticos micronucleados en el perico atolero.
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Cuadro 4. Efecto de la witomicina-C en el nimero de eritrocitos con prolongaciones nucleares y eritrocitos

policromaticos con prolongaciones nucleares en el perico atolero.

Tiempo de Muestreo
Grupo n  Eritrocitos Oh 24 h 48 h 7Zh
Testigo negativo (200 ul de agua inyectable) 7 EPC/1,000 ET 91.7x14.7 111.8+14.3 122.5+34.4 117.4+56.0
Valor de 7 NS NS NS
EPN/10,000 ET 12.8+21.4 11.1£20.8 8.1+9.3 5.5+5.8
Valor de 7 NS NS NS
EPCPN/1,000 EPC 6.0+6.3 5.1x7.4 8.0=11.1 2.8+2.6
Valor de 7 NS NS NS
2 (2 mg de MMC/Kg) 7 EPC/1,000 ET 75.2x9.7 70.0x8.4 69.1+£9.2 45.2+14.9
Valor de 7 NS NS <0.004
EPN/10,000 ET 14.4x13.4 22.4*18.9 36.5x25.4 22.5%+13.9
Valor de 7 NS NS NS
EPCPN/1.000 EPC 3.7%£3.0 7.7%x3.9 18.4+10.5 16.0x12.4
Valor de 7 <0.006 <0.01 <0.03
3 (3 mg de MMC/Kg) 7 EPC/1,000 ET 81.0+24.9 75.2+13.3 68.4x16.3 64.5+19.7
Valor de 7 NS NS NS
EPN/10,000 ET 17.4%19.3 19.1+£14.0 17.0=11.6 11.5+6.0
Valor de 7 NS NS NS
EPCPN/1,000 EPC 6.8+x4.4 8.4+9.7 9.2+6.1 17.8x15.2
Valor de 7 NS NS NS
4 (4 mg de MMC/Kg) 7 EPC/1,000 ET 86.7+6.8 108.7+23.2 82.2+8.2 35.7x14.7
Valor de 7 <0.03 NS <0.001
EPN/10,000 ET 8.8+6.8 12.2+5.9 17.1+£8.6 14.2+4.4
Valor de 7 NS NS <0.05
EPCPN/1,000 EPC 2.7x2.2 3.0%1.5 16.0£5.2 28.1+8.2
Valor de 7 NS <0.001 <0.001

Los resultados estan expresados como prowedio = desviacion estandar. EPN: eritrocitos con prolongaciones nucleares; EPCPN: eritrocitos policromaticos con
prolongaciones wnucleares; EPC: eritrocitos policromaticos; ET: eritrocitos totales; MMC: witomicina—C; NS: wno significativo; n: tamaio de la wvuestra. Las
comparaciones se realizaron en cada grupo entre el valor basal (0 h) con los siguientes tiempos de wwestreo (24, 48 y 72 h) para cada parametro analizado
(EPN, EPCPN y EPC), se evalvaron wediante analisis de varianza (ANOVA) para wedidas repetidas y se ewmpleé la prueba de ajuste LSP para wltiples
comparaciones post hoe, considerandose estadisticamente diferentes cuando el valor de 7 fue menor a 0.05. Todas las dosis fueron ajustadas a un volumen final

de 200 pl con agua inyectable.

Jaime Lona Aguirre/enero 2009 46



Grafica 2. Distribucion del nimero de eritrocitos con prolongaciones nucleares y eritrocitos policromaticos con

prolongaciones nucleares en el perico atolero.
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En cuanto a la sensibilidad de los pardmetros evaluados en el perico atolero, el nimero de
EPN fue mayor en todos los grupos de estudio, comparado con el nimero de EMN, y de
igual forma fue el comportamiento de los EPCPN, comparado con el nimero de EPCMN

(Gréficas 1y 2).

o Induccion de EPN y EMN con MMGC en el cocodrilo de pantano

Por tratarse de organismos poiquilotermos, los cuales son influenciados por la temperatura
del ambiente, se implementd un sistema que permitié mantener la temperatura constante
en su albergue durante el periodo de aclimatacién. Para esto se disefié y construyd un
prototipo que permitié lograr este objetivo y la temperatura a la cual se decidié llevar a

cabo la induccién con el genotdxico, asi como del grupo testigo negativo fue a 30°C, ya
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que es la temperatura promedio a la que se encuentra el agua en la Laguna de Alcuzahue

(Figura 21).

Figura 21. Albergue para cocodrilos con temperatura controlada. a) Albergue para cocodrilos; b) Interior del
albergue para cocodrilos con temperatura controlada; ¢ y d): Sistema de control de temperatura; e): Vista general

del albergue para cocodrilos con temperatura controlada.

Este sistema permiti® mantener la temperatura constante, independientemente de la

temperatura del exterior o ambiente, para esto fue necesaria una cé&mara aislada
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térmicamente, por lo que se usé un termo tipo hielera para formar una cédmara de
temperatura controlada, la temperatura se mantuvo constante dentro de esta cdmara
mediante un circuito cerrado, por donde circulaba y a su vez se filtraba el agua para
mantener la calidad del agua aceptable en el albergue, tal que permitiera mantener por
periodos prolongados el agua limpia, antes de ser cambiada para reducir el estrés por
manipulacién en acciones de limpieza del albergue.

El filtro consistia en una cdmara de decantacién en donde entraba el agua y las particulas
mas grandes y pesadas permanecian en el fondo del filtro, el agua pasaba por una porcién
inicial de fibra de material sintético, semejante a la usada en los filtros de acuario, para
retirar las particulas suspendidas més gruesas, la capa intermedia consistia en arena fina que
retiraba las particulas pequefias, finalmente una capa de carbén activado para retirar
sustancias disueltas en el agua. Estos tres elementos son inertes y sélo retiran elementos del
agua sin adicionarle otros, de tal manera que el agua se mantuvo durante todo el proceso
sin turbidez ni olores, evidenciando la aceptable calidad del agua.

La temperatura en este ciclo cerrado se mantenia mediante un equipo de bafio maria que se
mantenia en una cadmara fria para evitar la influencia del exterior, el bafio maria se
programaba para mantener la temperatura seleccionada, a su vez la baja temperatura
interior del habitdculo donde se alojaba el bafio maria era proporcionada por agua fria en
circuito cerrado enfriada por un enfriador de agua para garrafén de consumo humano
marca General Electric, modificado para tal fin.

Dentro del habitaculo frio se hacia circular el agua fria por un serpentin de cobre, lo cual
disipaba el frio en el interior de este habitaculo por dos pequefos ventiladores de 12V. El

agua proveniente del filtro en la cdAmara de temperatura controlada en este circuito cerrado
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era impulsada por una pequefia bomba para acuario, forzando su transito por el filtro y el
bafio maria para su retorno a la cdmara térmica con los cocodrilos (Figura 22).

La temperatura era monitoreada constantemente con un termémetro clinico de mercurio
por lo que se tuvo la certeza que durante toda la duracién del experimento la temperatura
se mantuvo a 30°C sin variacién dentro del albergue de los cocodrilos, y de manera
independiente de la temperatura ambiente del laboratorio, con lo cual se eliminé la
variable que pudiera significar la variacién de la temperatura ambiente en este tipo de

animales poiquilotermos.

r Flujo de agua filirada a 20°C
T A A A4 /\ A
Serpentin | \/
Arena de cobre
. i W
Nivel del agua Fibra .
FAAET Aqua a 30°0 Enfriador de
—>( boma ] ‘ Bario waria agua para
: - garrafén
Albergue de los Cocodrilos Camara fria del baiio wmaria

Figura 21. Diagrama del prototipo diseiado para albergar cocodrilos con temperatura controlada.

Se analizaron en total 600 laminillas de sangre periférica de cocodrilo de pantano. El
promedio del valor basal de EPN, EMN y EPC a partir de los 20 organismos utilizados fue
de 52.4 EPN/10,000 ET, 2.9 EMN/10,000 ET y 17.0 EPC/1,000 ET.

El grupo testigo negativo no mostrd diferencias significativas (Cuadros 5 y 6) en el nimero

de EPC, EMN, EPN y EPCPN (Gréfica 3 y 4).
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En el grupo 2, que recibi6 4mg de CF/Kg, no se observd incremento significativo en el
namero de EMN, EPCMN y EPCPN, aunque si se observé diferencia significativa en la
frecuencia de EPN a las 24 h (P<0.05), 72 h (P<0.04) y 120 h (P<0.03) de muestreo
(Cuadros 5 y 6; gréficas 3y 4).

En el grupo 3, que recibi6 7 mg de CF/Kg, el nimero de EPC no mostré incrementd
significativo durante el tiempo de muestreo, pero si se observaron incrementos significativos
en la frecuencia de EMN a las 48 h (P<0.04) y 72 h (P<0.03) de muestreo, EPN a las 120 h
(P<0.03) de muestreo y EPCPN a las 48 h (P<0.03) y 72 h (P<0.04) de muestreo (Cuadro
5y 6; gréficas 3y 4).

El grupo 4, que recibié 10 mg de CF/Kg, no mostrd incremento significativo en el nimero
de EPC, EMN y EPCMN, pero si incrementé significativamente la frecuencia de EPN (24 h,
P<0.01; 48 h, P<0.001; 72 h, P<0.01 y 96 h, P<0.03) y EPCPN (72 h, P<0.05 y 96 h,

P<0.01) (Cuadros 5 y 6; gréficas 3y 4).
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Cuadro 5. Efecto de la ciclofosfamida en el nimero de eritrocitos policromaticos, eritrocitos micronucleados y

eritrocitos policromaticos wicronucleados en el cocodrilo de pantano.

Tiempo de Muestreo
Grupo n Eritrocitos Oh 24 h 43 h 7Zh 96 h 120 h

Testigo negativo

(500 ul de agua inyectable) 5 EPC/1,000 ET 24.2+14.1 31.8%+18.3 29.2+17.0 37.2x14.2 23.0+6.67 18.0x£7.34

Valor de 7 NS NS NS NS NS
EMN/10,000 ET 3.0x1.8 4.0+3.0 4.0+£2.8 4.0+3.39 4.8+5.93 2.6x2.0

Valor de 7 NS NS NS NS NS
EPCMN/1,000 EPC 1.0x1.4 2.0x1.8 .06+0.5 0.4+0.8 0.2+0.4 0.4=0.5

Valor de 7 NS NS NS NS NS

2

(4 mg de CF/Kg) 5 EPC/1,000 ET 7.8%£3.7 6.8+2.7 5.8+3.3 7.2%53 5.0x3.6 5.4x23

Valor de 7 NS NS NS NS NS
EMN/10,000 ET 1.4+1.3 0.8+1.0 2.6x2.0 2.2+0.8 2.0%x1.0 1.8x2.1

Valor de 7 NS NS NS NS NS
EPCMN/1.000 EPC 0.2+0.4 0.6+0.8 0.0+0.0 0.3+0.5 0.0+0.0 0.0+0.0

Valor de 7 NS NS NS NS NS

3

(7 mg de CF/Kg) 5 EPC/1,000 ET 15.2+10.9 17.0%11.8 16.8+14.0 17.4x8.5 14.2+11.23  11.60+6.42

Valor de 7 NS NS NS NS NS
EMN/10,000 ET 3.4x2.6 5.8+2.8 10.4x7.5 12.0+8.3 7.0%5.1 4.6+2.9

Valor de 7 NS <0.04 <0.03 NS NS
EPCMN/1,000 EPC 0.6+0.8 0.8+0.8 1.0x1.4 0.4%0.5 0.6+0.8 0.4%0.5

Valor de 7 NS NS NS NS NS

4

(10 mg de CF/Kg) 5 EPC/1,000 ET 20.8+8.34 18.6%+9.0 12.6+5.3 19.4=8.0 20.0x7.5 23.8+7.4

Valor de 7 NS NS NS NS NS
EMN/10,000 ET 3.8%£2.5 4.4+4.2 5.8+4.2 5.8+3.2 3.4x2.7 5.8+3.3

Valor de 7 NS NS NS NS NS
EPCMN/1,000 EPC 1.2*1.3 0.4+0.8 0.8%x1.3 1.2+1.3 1.8x1.4 0.6x0.5

Valor de 7 NS NS NS NS NS

Los resultados estan expresados como prowedio + desviacion estandar. EMN: eritrocitos wicronucleados; EPCMN: eritrocitos policromaticos wicronucleados; EPC:
eritrocitos policromaticos; ET: eritrocitos totales; CF: ciclofosfamida; NS: no significativo; n: tamano de la muestra. Las comparaciones se realizaron en cada grupo
entre el valor basal (0 h) con los siguientes tiempos de wmuestreo (24, 48, 72, 96 y 120 h) para cada parametro analizado (EPC, EMN y EPCMN), se evalvaron
wediante analisis de varianza (ANOVA) para wedidas repetidas y se ewmpled la prueba de ajuste LSP para wiltiples comparaciones post hoe considerandose

estadisticamente diferentes cuando el valor de 7 fue menor a 0.05. Todas las dosis fueron ajustadas a un volumen final de 500 pl con agua inyectable.
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Grafica 3. Distribucion del nimero de eritrocitos policromaticos, eritrocitos micronucleados y eritrocitos
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Cuadro 6. Efecto de la ciclofosfamida en el nimero de eritrocitos con prolongaciones nucleares y eritrocitos

policromaticos con prolongaciones nucleares en el cocodrilo de pantano.

Tiempo de Muestreo
Grupo Eritrocitos Oh 24h 43h 7Zh 96h 120h

Testigo negativo

(500 ul de agua inyectable) EPC/1,000 ET 24.2+14.1 31.8+18.3 29.2%17.0 37.2x14.2 23.0+6.67 18.0+£7.34

Valor de 7 NS NS NS NS NS
EPN/10,000 ET 52.2+21.8 41.4+9.7 39.0+7.5 50.6+20.3 53.0£16.4 56.0x22.7

Valor de 7 NS NS NS NS NS
EPCPN/1,000 EPC 13.2+5.2 15.4+6.8 21.2+13.8 18.8+10.0 15.0+11.0 14.4%=13.0

Valor de 7 NS NS NS NS NS

2

(4 mg de CF/Kg) EPC/1,000 ET 7.8%£3.7 6.8+2.7 5.8+3.3 7.2+53 5.0x3.6 5.4x2.3

Valor de 7 NS NS NS NS NS
EPN/10,000 ET 41.6x12.1 67.8+£23.7 60.8+26.4 70.2x25.9 66.0x27.1 71.8x27.0

Valor de 7 0.05 NS 0.04 NS 0.03
EPCPN/1.000 EPC 0+0 0+0 0+0 0204  0.6+08  0.2+0.4

Valor de 7 NS NS NS NS NS

3

(7 mg de CF/Kg) EPC/1,000 ET 15.2+10.9 17.0%=11.8 16.8+14.0 17.4x8.5 14.2+11.23  11.60+6.42

Valor de 7 NS NS NS NS NS
EPN/10,000 ET 46.0x14.4 43.6x26.9 45.0+16.5 75.6x41.2 85.8+12.1 105.6%+19.9

Valor de 7 NS NS NS NS <0.03
EPCPN/1,000 EPC 27.8+20.5 18.6+8.9 18.0+6.8 14.2+6.3 12.6x6.5 18.4x16.9

Valor de 7 NS NS NS NS NS

4

(10 mg de CF/Kg) EPC/1,000 ET 20.8+8.34 18.6x9.0 12.6+5.3 19.4=8.0 20.0x7.5 23.8+7.4

Valor de 7 NS NS NS NS NS
EPN/10,000 ET 70.0=11.1  107.2x10.4 108.8+8.5 105.2+10.5 96.8x10.4 98.0x27.5

Valor de 7 <0.01 <0.001 <0.01 <0.03 NS
EPCPN/1,000 EPC 17.0x6.7 30.8%x13.6 35.6x15.6 36.2+11.8 32.2+5.35 21.0x12.1

Valor de 7 NS NS <0.05 <0.01 NS

Los resultados estan expresados cowo prowmedio = desviacion estandar. EPN: eritrocitos con prolongaciones nucleares; EPCPN: eritrocitos policromaticos con

prolongaciones nucleares; EPC: eritrocitos policromaticos; ET: eritrocitos totales; CF: ciclofosfamida; NS: no significativo; n: tamano de la wmuestra. Las comparaciones se

realizaron en cada grupo entre el valor basal (0 h) con los siguientes tiewpos de muestreo (24, 48, 72, 96 y 120 h) para cada parametro analizado (EPN y EPCPN),

se evalvaron wediante analisis de varianza (ANOVA) para wedidas repetidas y se ewpled la prueba de ajuste LSP para wiiltiples comparaciones post hoe,

considerandose estadisticamente diferentes cuando el valor de 7 fue menor a 0.05. Todas las dosis fueron ajustadas a un volumen final de 500 yl con agua inyectable.
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Grafica 4. Distribucion del nimero de eritrocitos con prolongaciones nucleares y eritrocitos policromaticos con

prolongaciones nucleares en el cocodrilo de pantano.
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En cuanto a la sensibilidad de respuesta de los pardmetros evaluados en el cocodrilo de
pantano, respecto la deteccién del dafio a corto plazo los EPCPN respondieron mejor
comparado con los EPCMN, ya que los EPCPN incrementaron significativamente a
diferencia de los EPCMN (Gréficas 3 y 4). El incremento significativo de los EPN para
detectar el dafo genotdxico a largo plazo fue més efectivo que los EMN, ya que se observd

incremento significativo a diferencia de los EMN (Grafica 3 y 4).

Por otro lado, al analizar los frotis de sangre de cocodrilo, se observaron eritrocitos en

mitosis (Figura 23), evento poco comun en cordados.

Tincion naranja de acridina /1 OOXaufaqémsis, ClB0, IMS.

.(m anja de acridi 00x/ Mu’ra”sis, cwﬂ&s

Tincién naranja de acridina / Iquaqéueswss

Figura 23. Eritrocitos de cocodrilo en witosis.
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Discusion

Para realizar monitoreos de agentes genotdxicos mediante el conteo del incremento de MN
y/o PN dentro de una poblacién o entre diferentes poblaciones, se requiere conocer
primero si la especie a utilizar presenta MN y/o PN en cantidad suficiente y seguido de esto,
establecer los conteos basales de esta especie (valores espontédneos), para entonces poder
efectuar comparaciones con poblaciones expuestas en su ambiente a contaminantes de tipo
genotodxico.

La contaminacién del medio ambiente es un problema grave y creciente que afecta a todas
las actividades humanas, por ejemplo el medio ambiente acuéatico es el destino final de
muchos de los contaminantes producidos por fuentes naturales y antropogénicas Fleeger 2003,
Entre los contaminantes, aquellos de origen quimico, con potencial genotdxico y
cancerigeno, que se han identificado en el medio ambiente constituyen una amenaza para
la vida acuética y por ende, para la vida terrestre Dea Flora de 1991,

El ensayo de MN fue desarrollado originalmente en mamiferos, pero se ha adaptado con
éxito para su uso en organismos no mamiferos, como en eritrocitos de peces Zevala-Aguirre 2007
larvas de anfibios Campana 2003 vy muda de salamandra Zemora-Pérez 2004 Recientemente, las PN han
sido descritas como posibles bioindicadores de agentes genotdxicos Garcia-Serrano 2001; Montero 2003
en cultivo de linfocitos humanos y de cerdo, en los que el nimero de PN se incrementd con
la administracién de MMC, por lo que se propuso que las PN podrian ser utilizadas como
un marcador para evaluar exposiciones a genotdxicos Garcia-serrano 2001 sin embargo, este tipo
de estructuras no se habia descrito en especies con eritrocitos nucleados, asi como acuéticas,
y la presencia de PN podria servir como una medida complementaria para evaluar

genotoxicidad /n vivo e in situ con este tipo de especies con eritrocitos nucleados.
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En el presente trabajo se contaron los EPN, EMN, EPCPN y EPCMN para observar si estos
cuatro pardmetros incrementaban /n vivo después de administrar MMC al perico atolero o
CF al cocodrilo de pantano.

Factores como el estado general de salud y nutricional, sexo, edad y la contaminacién del
medio ambiente, son variables importantes que influyen en el dafio cromosémico vy
proliferacién celular, tanto en humanos como en animales Fenech 1998; Cauthier 19996 En e| presente
trabajo todos los organismos utilizados presentaban buen estado de salud al momento de

participar en el experimento.

o Induccion de EPN y EMN con MMC en el perico atolero

EL grupo testigo negativo, no presenté diferencias significativas en el nimero de EPN o
EMN, lo que permite concluir que el estrés de la manipulacién no influyé en ninguno de
estos parametros. En este grupo, la proporcién de EPC varié a las 24 h (P<0.004) y 48 h
(P<0.04), ya que el nimero de EPC incrementd en el tiempo de muestreo, esta variacién a
diferencia de la observada al incrementar la dosis de la MMC, pudiera estar mds bien
relacionada con un proceso de compensacién de la médula ésea por la sangre que se toma
para realizar la muestra. Este incremento significativo en la proporcién de EPC también fue
observada en el grupo 4 (Dosis alta; 4 mg de MMC/Kg) a las 24 h de muestreo. Sin
embargo, esto de ninguna manera altera el proceso de la induccién en los grupos
experimentales, en los cuales la clara disminucién de EPC si se relacioné con el efecto

depresor del inductor sobre la médula 6sea (Cuadros 3 y 4).

Los incrementos observados de los pardmetros evaluados en el perico atolero sugieren
mayor sensibilidad de la valoracién por medio de EPN que de EMN, ya que el nimero de

EPN siempre fue mayor que el de EMN en cada tiempo (Cuadros 3 y 4; gréficas 1y 2), lo
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que sugiere que las PN podrian ser més sensibles para detectar mayor rango de dafio al
ADN que los MN. Sin embargo, esta apreciaciéon podria no ser correcta, ya que las grandes
desviaciones estdndar obtenidas en el presente pudieran ser las causantes de no observar
significancia en algunos de los tiempos en que se contaron MN, asi como el no tener
organismos de condiciones similares como lo fue el sexo, edad y posiblemente el origen,
dado que los animales no fueron obtenidos de un bioterio, y si bien, se procurd trabajar
con animales de peso similar, esto no necesariamente implica que tengan edad similar, ya
que se ha observado que este pardmetro puede influir en la capacidad para retirar a los MN
de la circulacién Zuniga-Gonzdlez 20012 Otro dato importante es que en estos pericos fue comuin
encontrar paréasitos intra-eritrocitarios en mayor o menor cantidad, parasitos que se pueden
observar en otras especies de aves domésticas como las palomas y que puede ser fauna que
no represente un problema al ave, pero se conoce de pardsitos, como el caso de infecciones
por Taenia solium cysticerci, que inducen aberraciones cromosémicas, intercambio de
crométides hermanas y mutaciones, esto atribuido a moléculas secretadas por el paréasito,
las cuales desencadenan una serie de eventos que podrian también provocar que la
cantidad de EPN y EMN varie Serano-Garcia 2001 por |o que es probable que los parésitos en
estos pericos pudieran desencadenar una serie de eventos que puedan ser responsables de la

variabilidad en el nimero de EPN y EMN observados en el presente trabajo.

o Induccion de EPN y EMN con CF en el cocodrilo de pantano

Los resultados obtenidos en esta especie demuestran, por las observaciones hechas en el
grupo testigo negativo, que la variable de manipulacién, la temperatura, asi como la
alimentacién no induce la formacién de EPN y/o EMN, ya que este grupo no mostrd

diferencias estadisticamente significativas.
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En el cocodrilo, se pudo inducir la formacién de PN asi como de MN, efecto observado en
los eritrocitos nucleados de sangre periférica al ser expuestos a tres diferentes dosis de CF
cada 24 h durante dos dias. En el caso de los EMN se observaron incrementos de estas
estructuras en los tres grupos expuestos a una de las tres dosis de CF comparado con el
valor basal y estos incrementos fueron significativos en el grupo que recibié la dosis de 7
mg de CF/Kg. De igual forma, el nimero de PN incrementd en los grupos expuestos a CF y
estos fueron significativos en el grupo que recibié la dosis alta del genotdxico. El hecho de
que el incremento de PN y/o MN alcanzara diferencia estadistica (MN en el grupo de dosis
media y las PN en el grupo de alta de CF), muy probablemente se debié a que los
resultados no presentaron grandes desviaciones estdndares, por lo que los incrementos
observados en los grupos expuestos alcanzé significancia. Otro factor pudo ser, como fue el
caso de los experimentos con pericos, que los animales no fueron obtenidos de un bioterio,
ya que la edad, el sexo, el estado nutricional, asi como el peso son variables que pueden
influir en el nimero de MN Zifiga-Gonzalez 20012 Fn este experimento los grupos de cocodrilos
fueron conformados con organismos de peso y talla similar, asi como del mismo tiempo vy
lugar de colecta, por lo que se estuvo trabajando con cocodrilos de edades similares y
aunque se determind el sexo de los organismos por medio del método visual o perceptivo
(Figura 24), los grupos se formaron independientemente del sexo, ya que la literatura
menciona que este método presenta alto margen de error ‘iger 1995 comparado por ejemplo
con la determinacién del sexo por hormonas esteroides en heces fecales, que es uno de los

métodos més certeros para determinar el sexo en estos organismos Sigler 1995,
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Figura Z4. Sexado visval de crias de cocodrilo de pantano: a) hembra; b) macho.

En el ensayo de MN en eritrocitos de sangre periférica, el obtener la proporcién de EPC
circulantes permite determinar si la dosis empleada es citotdxica y produce mielodepresion
(esto permite saber si ain hay division celular), lo que podria llevar a una conclusién
equivocada y dar un resultado falso negativo. Con respecto a lo anterior, en trabajos
previos del Laboratorio de Mutagénesis (IMSS), se ha observado disminucién de los EPC
por accién de los genotdxicos, que debido a las concentraciones empleadas o a la
susceptibilidad de la especie, pueden incluso provocar que los valores de EPC disminuyan
hasta niveles cercanos a cero, con la consecuente baja en el nimero de EMN por la
citotoxicidad provocada 2uniga-Conzalez 2001b; zuiga-Gonzdlez 20032, Sin embargo, en el caso del grupo de
cocodrilos que recibié la dosis baja de CF (4 mg de CF/Kg), la disminucién en la proporcién
de EPC fue muy importante, comparado con los otros grupos que recibieron el genotdxico,
tanto asi que el nimero de EPC con MN y PN se vieron afectados, ya que diminuyeron
hasta valores de cero. En este caso se descartd el efecto citotéxico de la CF, ya que en los
grupos que recibieron dosis méas altas la proporcién de EPC no se vio afectada. Los
organismos que conformaron este grupo fueron colectados en el mismo lugar y tiempo de

muestreo y una vez que llegaron al laboratorio estos fueron puestos en cuarentena, tiempo
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en el cual los organismos se adaptan a las condiciones de laboratorio y se les da la
oportunidad de que se pueda eliminar cualquier efecto al cual se haya expuesto en su
medio ambiente natural, con el objetivo de que los organismos que participen en el estudio
presenten las mismas o muy similares condiciones. En este sentido, uno de los pardmetros
mas importantes de la adaptabilidad de los organismos a condiciones diferentes a su medio
es la alimentacion y ésta fue realizada con neonato de rata y ratén proporcionados por el
bioterio del CIBO (IMSS), dieta que fue adecuada para los organismos. Por lo que una vez
que los organismos pasaban este tiempo de adaptacidn y que se observaba que se
alimentaban adecuadamente, entonces participaban en el estudio. La disminucién tan
dréstica en la proporcién de EPC en este grupo pudiera haber sido debido a que este
tiempo de adaptacién no fue suficiente para que la médula 6sea de estos organismos,
particularmente para este grupo, se recuperara de alguna posible exposicién previa a un
agente ya sea fisico, quimico o biolégico en su medio ambiente o simplemente al estrés por
el cambio de héabitat. Entonces, en el presente trabajo se propone que el monitoreo de los
valores de EPC en los cocodrilos serd (til para evaluar el estado fisiolégico de los cocodrilos
y detectar precozmente si el organismo estd en condiciones Sptimas pata iniciar el
experimento, ya que no hay que olvidar que el ensayo de MN requiere que el tejido en el
que se observa el efecto se divida. Por lo tanto, méas que el tiempo de cuarentena, el tener
valores de EPC estables daria la paunta para iniciar los experimentos.

Otra variable a considerar en esta tesis es la temperatura, los cocodrilos son organismos
poiquilotermos, llamados también exotérmicos o “de sangre fria”, esto es que no pueden
regular significativamente su temperatura corporal generando calor y esta varia segin la
temperatura de su entorno Alvarez del Toro 1974 debido a esto, en el presente trabajo se disefid y

desarrollé un sistemna para albergar a los cocodrilos que permiti® mantener la temperatura
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constante dentro del albergue de los organismos en experimentacién. La temperatura es un
factor medio ambiental importante, ya que ejerce efectos, por ejemplo, en la conducta
alimenticia y el proceso digestivo de los reptiles y sobre el ADN de las células de los
organismos Asanami 2001 En relacidn al efecto sobre la conducta alimenticia, la mayoria de los
cocodrilos deja de alimentarse cuando la temperatura cae por debajo de 25°C, por lo que
se considera que la temperatura 6ptima para la alimentacién esté situada entre 25 y 35°C.
Con respecto al efecto sobre el material genético, se sabe que exponerse a altas
temperaturas incrementa el dafio al ADN, ya que esta macromolécula se desnaturaliza a los
70°C chemoff 1997 Por ejemplo, en ratones expuestos a temperaturas superiores a los 39.5°C, se
observé incremento de MN en médula 6sea Asnami 1997 Uno de los mecanismos de accidon
propuestos por el cual el incremento de la temperatura afecta al ADN es que rompe las
fibras del huso mitético Asenami 1997 por lo que se clasifica como un agente aneuploidogénico.
Por lo que en el presente trabajo la temperatura a la cual se mantuvieron los cocodrilos en
su albergue durante el tiempo del experimento fue de 30°C, para asegurarnos que esta
variable no fuera a afectar los resultados, aunado a que es la temperatura promedio del
sitio de colecta de los organismos.

La concentracién de eritrocitos en sangre periférica es menor en los reptiles que en las aves,
ello se debe principalmente a las demandas de oxigeno que requiere el ave para realizar el
vuelo, asi como a la relacién inversa existente entre el tamafio y el nidmero de glébulos
rojos Campbell 1996 No obstante, la similitud entre los eritrocitos de reptiles y aves es notoria,
corroborando la hipdtesis de un ancestro comun Vilar 2003, Con respecto a la observacién en
los frotis de sangre de cocodrilo de eritrocitos inmaduros, una explicacién es que los
hematies de los reptiles se producen en la médula 6sea o, bajo ciertas condiciones, en el

bazo e higado, culminando muchas veces su maduracién en la sangre circulante. Ello
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permite encontrar eritrocitos inmaduros circulantes, tales como rubrocitos, eritrocitos
policrométicos o células en mitosis, especialmente en cocodrilos jovenes Oliveira-Monteiro 2004,

or otro lado, tanto en el perico atolero como en el cocodrilo, el nimero de ue
P tro lado, tant I p tol | dril | de EPN fi

mayor comparado con el nimero de EMN (Figura 25).
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Figura 25. Comparacion del nimero de eritrocitos con prolongaciones nucleares y eritrocitos micronucleados. a)
Grafica que ejemplifica que en ambas especies el nimero de eritrocitos con prolongaciones nucleares fue mayor al
niwero de eritrocitos micronucleados; b) Muestra de sangre periférica de cocodrilo donde en un campo de lectura

del wmicroscopio se observa wmayor niimero de eritrocitos con prolongaciones nucleares que con micronicleos.

Contrario a lo que se menciona en la literatura repecto a que los MN son més frecuentes
que las PN, en este caso las PN se presentaron en mayor nimero que los MN. Esto podria
explicarse tomando en cuenta el mecanismo de formacién de las PN y de los MN, ya que
se ha descrito que probablemente las PN den origen a los MN lindber 2007 También podria
deberse a que los MN cuentan con el control del bazo para retirarlos de la circulacién,
debido a que estos se encuentran en el citoplasma sin ninguna asociacién con el nucleo, por
lo que este sistema de limpieza, a cargo principalmente del bazo, reconoce a un eritrocito
con MN como una célula anormal, por lo que una vez que pase por el bazo este es
identificado como anormal y es destruido Schalm and Schalm 1964; Hiliman 1987; Hillman 1990 Esto no sucede

con las PN, ya que estas estructuras guardan una unién con el nuicleo principal, lo que los

Jaime Lona Aguirre/enero 2009 64



identifica como parte de mismo, por lo que no son reconocidas como cuerpos extrafos
embebidos en el citoplasma, como es el caso de los MN.

En el Laboratorio de Mutagénesis (IMSS) se han muestreado a méas de 150 especies
animales, con el objetivo de encontrar organismos que de manera natural e /n vivo puedan
ser utilizados como bioindicadores de agentes que afecten al ADN, ya sea en su propio
habitat o en el laboratorio. En el caso de las especies con eritrocitos nucleados, estas se
estaban quedando rezagadas para este fin, ya que hasta el momento de las especies que se
habian muestreado dentro del orden de los anfibios, reptiles y aves, sélo 3 de ellas
presentaban MN espontdneos, mdas sin embargo presentan PN espontdneas en buen

nimero (Figura 26).

Tincion wright y giemsa/100x/ Mutagénesis, CIBO, IMSS

- g
- .y

Figura 26. Muestras de eritrocitos nucleados con prolongaciones nucleares de diferentes especies. a) Sapo (Buffo
horribilis); b) Salamandra (Salamandra sp.); c)Tortuga lagarto (Chelydra serpentina); d) Serpiente de cascabel

(Crofalvs basilisevs)
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Por lo que las especies con eritrocitos nucleados no estarian descartadas para ser utilizadas
como centinelas naturales de agentes genotdxicos mediante el incremento de PN y en
aquellas especies, como es el caso del perico atolero y del cocodrilo de pantano se
contarian tanto el incremento de MN como de PN, con lo cual se tendrian dos pardmetros

a considerar para determinar la posible exposicién a un agente genotoéxico.

Si consideramos que dentro de los cordados sélo los mamiferos, que son los Gnicos que
presentan eritrocitos anucleados, representan el 15% de las especies que habitan en la tierra,
mientras que las clases de aves, mamiferos, reptiles y anfibios, son especies con eritrocitos
nucleados y representan el 85% de las especies existentes Bisby 2008, Estos hallazgos se vuelven
muy importantes, por lo que el implementar el conteo de PN como indicador de
genotoxicidad en especies con eritrocitos nucleados, daria la oportunidad de contar con
mayor nimero de organismos que tendrian el potencial de servir como centinelas, ya que
las consecuencias de exponerse a elementos genotdxicos presentes en los habitats naturales
que afectan o modifican el ADN, son algunas de las causas que ponen en peligro la
sobrevivencia de la vida en nuestro planeta y atentan contra la riqueza genética del pais.

El ensayo de MN y PN es una prueba répida, sencilla y econémica y los resultados que se
obtienen a partir de ellas no dejan lugar a duda del dafio producido, ya que a mayor
namero de MN o PN, entonces mayor es el dafio al material genético. Otras de las ventajas
que presentan estos ensayos realizados /n vivo en eritrocitos de sangre periférica, es que
sélo se requiere una gota de sangre para realizar los frotis. En el presente trabajo, en ambas
especies la obtencién de la muestra se realizd por medio del corte de la garra y se pudo
obtener la cantidad necesaria de sangre para realizar los frotis. Esto facilita aun mas la

realizacién de este tipo de ensayos, ya que la obtencién de la muestra de sangre no es
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invasiva para el organismo y no es necesario sacrificar al animal para obtener la muestra,
por lo que una vez que se establecié la presencia e incremento tanto de PN y MN en el
perico atolero y en el cocodrilo de pantano, al realizar monitoreos posteriores, por ejemplo
en su habitat natural, sélo seria necesario capturar al organismo, tomar la muestra y
posteriormente liberarlo.

En el presente trabajo se demostré6 que la MMC y la CF fueron capaces de inducir
incremento de EPN, EMN, EPCPN y EPCMN, pardmetros utilizados para evaluar el dafio a
largo y corto plazo en los eritrocitos nucleados del perico atolero y del cocodrilo de
pantano. Incrementos similares en el nimero de PN han sido previamente descritos en
cultivos celulares serrano-Garcia L 2001,

Como resultado del presente se concluye que las PN pueden ser una herramienta atil y
complementaria para monitorear genotocixidad cuando se trabaja con especies que
presentan eritrocitos nucleados, como es el caso de los peces, anfibios, reptiles y aves, con
la ventaja de que sélo se requiere una gota de sangre para realizar el andlisis, ademaés de
que es rapida, sencilla, econémica y los resultados que se obtienen a través de la realizacién
de esta prueba son contundentes, ya que lo que indican las PN, asi como los MN, se
traduce en el dmbito celular como perdida de material genético, esto es, informacién
genética que no se integrd al nudcleo de las células hijas. Esto significa pérdida de ADN,

informacién fundamental para la sobrevivencia de la vida de las especies.
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Conclusiones

En el presente trabajo se concluye:

M

Los valores basales de EPN, EMN y EPC en el perico atolero fueron 13.4 EPN/10,000
ET, 3.4 EMN/10,000 ET y 83.6 EPC/1,000 ET y en el cocodrilo de pantano fueron 52.4
EPN/10,000 ET, 2.9 EMN/10,000 ET y 17.0 EPC/1,000 ET.

Tanto la MMC como la CF incrementaron el nimero de EPN y EMN en el perico
atolero y en el cocodrilo de pantano, con respecto al valor basal en cada uno de los
grupos expuestos a una de las tres dosis del genotdxico.

El nimero de EPN fue mayor que el de EMN y tanto en el perico atolero como en el
cocodrilo de pantano, ambos pardmetros incrementaron significativamente después de
la exposicion a MMC o CF, ambos genotdxicos conocidos y utilizados como controles
positivos en pruebas de gentoxicidad.

El uso de las PN es una alternativa répida, sencilla, econdmica, que para estudios de
determinacién de genotoxicidad sélo se requiere de una gota de sangre, con resultados
contundentes en cuanto al dafio producido y de gran utilidad en las especies que
presenten eritrocitos nucleados, como alternativa cuando no sea posible establecer el
namero de MN espontdneos (que es como pueden ser Utiles para llevar a cabo la
prueba de MN) o pueden ser complementarias en estudios en los que es factible realizar
también la prueba de MN.

La valoracién de las PN en eritrocitos nucleados amplia la posibilidad de los estudios de
genotoxicidad, por el hecho de que existen muchas més especies de animales con esta

caracteristica.
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Perspectivas

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo se pretende:

o Aportar una nueva herramienta a fin de ser utilizada para el monitoreo ambiental de los
ecosistemas donde tengan distribucién los organismos utilizados, para determinar la
presencia de agentes genotdxicos en el ambiente.

o Continuar con investigaciones para la aplicacién de esta técnica en otros organismos
con eritrocitos nucleados, distintos a los aqui utilizados, si consideramos que de cuatro
clases de cordados (reptiles, mamiferos, anfibios y aves) las especies con eritrocitos
nucleados representan mdés del 80%, por lo que el universo para investigacién se
presenta muy amplio.

o Que una vez probada la técnica en otros organismos con eritrocitos nucleados, podra
ser utilizada para el monitoreo ambiental en practicamente cualquier ecosistema con
distribucién de especies de estas caracteristicas.

o Dar una nueva opcién para estudios de genotoxicidad en laboratorio, al utilizar a los
organismos probados en el presente trabajo y otros con eritrocitos nucleados, una vez
probados.

o Se disefid y construyd un prototipo de cdmara para control de temperatura que puede
ser util para otros estudios que requieran control de la temperatura ambiente, lo cual
ademas es una aportacién tecnoldgica original y accesible generada a partir del presente

trabajo.
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Glosario

o ADN. DNA, &cido desoxirribonucleico. Doble cadena de nucledtidos enlazados (que
contienen como azlcar desoxirribosa); materia fundamental de la que estdn compuestos
los genes.

o Agente alquilante. Sustancia quimica con capacidad para producir radicales alquilo (por
ejemplo, grupos metilo o etilo) en otra molécula; muchos agentes mutdgenos actian
mediante alquilaciones.

o Agente intercalante. Compuesto quimico que puede introducirse entre las bases
empaquetadas en el interior de la doble hélice de ADN, provocando asi probablemente
una mutacién de cambio de fase (insercién o delecién de uno o pocos pares de bases).

o Alquilacion. Sustitucion de un atomo activo de hidrégeno por un radical alquilo en un
compuesto organico.

o MAnafase. Tercera etapa de la mitosis o de la meiosis (I o Il) durante la cual los
cromosomas emigran hacia los polos opuestos de la célula.

o Aneuploidogénico. Agente capaz de producir en la célula que uno o mas cromosomas
completos de un conjunto normal falten o se presenten més de una vez.

o  Antineoplasica. Inhibe o impide la evolucién de neoplasia; que restringe la maduracién y la
proliferacién de células .

o MRN. RNA, acido ribonucleico. Acido nucleico de cadena sencilla similar al ADN pero
que contiene el azlcar ribosa en lugar de desoxirribosa y uracilo en lugar de timina
como una de las bases nitrogenadas.

o Bioensayo. Determinacién del poder activo de una droga por comprobacién de su efecto
sobre un organismo vivo o un preparado aislado de érgano.

o Bioindicador. Organismo utilizado para detectar algin tipo de contaminante.

o Cancerigeno. Cualquier agente que produce céncer.

o Centromero. Pequefia masa de cromatina situada en el interior de un cromosoma y a la
que se unen las dos cromatides. El centrémero ocupa una posicidn caracteristica en todo
cromosoma. Es la Gltima parte del cromosoma que se divide y por medio del cual se fija
al huso.

o Clastogénico. Agente capaz de ocasionar rupturas en el ADN.

o Cromosoma. Cuerpo constituido por ADN incluido dentro de una trampa proteica; son los

portadores de la informacién genética. Se localizan en el nicleo de la célula y pueden
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observarse como estructuras intensamente tefiidas en forma de bastén o de J durante la
divisién celular.

o Exdgeno. Que se desarrolla o se origina fuera del organismo.

o Genotdxico. Agente que afecta al ADN.

o Micronicleo (MN). Fragmento de un cromosoma o cromosoma completo que por alguna
causa no puede ser integrado al nucleo, por lo que permanece quedando en el
citoplasma celular.

o Micronucleogénico. Agente formador de microntcleos.

o Mutacion. Cambio permanente y heredable del material genético. Definido cominmente
como un cambio en un solo gen (mutacién puntual), ain cuando el término se usa
también para designar un cambio en el nimero o disposiciéon de los cromosomas.

o Mutageno. Cualquier agente que produce mutacién.

o Prolongacion nuclear (PN). Nicleo con lo lobulaciones en el nucleo

o Quimioterapia. Tratamiento de las enfermedades por agentes quimicos.

o Telofase. Periodo de la divisiéon celular donde los cromosomas de las células hijas
alcanzan los polos de la célula.

o Teratdgeno. Agente o factor que produce defectos fisicos en el embrién en desarrollo.
Cualquier agente que interfiere con el desarrollo normal. Agente que produce
anomalias congenitas o aumenta la frecuencia de una anomalia en la poblacién.

o Xenobidtico. Sustancias quimicas extrafas, incluidas las fabricadas por el hombre o los
productos naturales; se incluyen farmacos, sustancias industriales, plaguicidas,
contaminantes, productos de pirdlisis de alimentos cocinados, alcaloides, metabolitos
secundarios de plantas y toxinas producidas por mohos, plantas y animales. Muchos
xenobidticos deben someterse a biotransformacién para ejercer su efecto téxico o

cancerigeno caracteristico.
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Apéndice: Preparacion y analisis de wmuestras

o Procedimiento general para la preparacion de las wmuestras de eritrocitos de sangre periférica para
la valoracion de MN
1. Las muestras se colectan y registran.
2. En portaobjetos codificados, limpios y desengrasados, se elaboran dos frotis de sangre
por cada muestra.
3. Se dejan secar a temperatura ambiente y se fijan en etanol absoluto por 10 min.
4, Se tifien con anaranjado de acridina.
5. Se observan al microscopio de fluorescencia con el objetivo 100X.
6. Se cuentan 10,000 eritrocitos por muestra y se consideran los siguientes pardmetros:
EPN y EMN/10,000 ET (ENC y EPC), para determinar dafio acumulado.
EPCPN y EPCMN/1,000 EPC, para determinar dafio a corto plazo.

EPC/1,000 ET, para determinar citotoxicidad y como control interno del sistema.

o Tincion con anaranjado de acridina

La tincién de las laminillas se realizd con anaranjado de acridina (No. CAS 10127-02-3;
SIGMA), colorante especifico para éacidos nucleicos. El anaranjado de acridina emite
fluorescencia y dado que el nicleo y los MN estdn formados de ADN, ésta propiedad es
aprovechada para la visualizacién de MN, los cuales, al igual que el nacleo de la célula,
aparecen de color amarillo o verde brillante, mientras que el ARN se tifie de rojo o naranja
cuando son observados con microscopia de fluorescencia (OLYMPUS CX31/CX40), mientras
que el citoplasma se tifie de verde opaco semitransparente.

El equipo de microscopia empleado para el anélisis de las muestras fue de la marca

OLYMPUS modelo CX40, con sistema iluminador de fluorescencia OLYMPUS modelo CX-
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RFLT50 (ldmpara de mercurio 50W vy filtro de fluorescencia azul DMB-2 OLYMPUS) y

sistema fotogréafico (35 mm, manual) OLYMPUS modelo SC3512Y.

Se debe tomar en consideracion que el anaranjado de acridina es un compuesto que se

intercala entre las bases del ADN y por lo tanto, es necesario contar con medidas de

seguridad tales como uso de guantes, bata y cubrebocas para evitar contacto y aspiracion
durante su manejo.

o Procedimiento s fonzalez 200%,

1. Se prepara un buffer de fosfatos, para lo cual se pesan 2.16 g de fosfato de sodio
dibésico anhidro (Na;HPO,) (No. 3828-01, JT BAKER) y 11.49 g de fosfato de sodio
monobdsico monohidrato (NaH;PO4*H,O) (No. 3818-01, JT BAKER). Estas cantidades
se disuelven en 1,000 ml de agua desmineralizada (pH final a 7.4).

2. Se recomienda separar en una jeringa de 10 ml aproximadamente 5 ml de buffer para
emplearlo posteriormente en la lectura de laminillas.

3. En dos cajas de tincién con capacidad para 50 laminillas se vacian 500 ml en cada una.

4. En oscuridad, en una de las cajas se agregan 0.02 g de anaranjado de acridina y se
disuelven mezclando con abatelenguas.

5. Posteriormente, se sumerge una gradilla con las laminillas a tefiir en el anaranjado de
acridina y se deja ahi por 10 min., se mueve de vez en cuando para que el colorante
llegue a todas las laminillas.

6. Una vez transcurrido el tiempo, se saca la gradilla y se elimina el exceso de liquido al
sacudir suavemente la gradilla sobre papel absorbente para posteriormente colocarla
por 10 min. en la caja que contiene Unicamente el buffer, con la finalidad de lavar

excesos de colorante.
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7. Pasado este tiempo se saca la gradilla, se sacude para eliminar excesos, se pasan las
laminillas a una caja con tapa y se dejan secar en la estufa a 45°C con la tapa abierta, en
oscuridad.

8. Una vez secas las laminillas, se tapa bien la caja y se guardan en oscuridad hasta su
lectura.

Se recomienda leer las laminillas en un plazo no mayor a 5 semanas posterior a la tincién

ya que la fluorescencia se pierde con el tiempo.

o lectura de las laminillas:

Para la lectura de las laminillas, se toma una de la caja tapada, se le agregan una gotas del
buffer que se separd en una jeringa, se cubre la laminilla con un cubreobjetos, se eliminan
excesos de buffer con presién suave por ambos lados con una gasa y se coloca la laminilla
en la platina del microscopio, para su lectura con ldmpara de fluorescencia mediante
observacién con el objetivo 100X, para contar los EPN y EMN en 10,000 ET.

Las caracteristicas tomadas en cuenta para considerar a una célula como normal fueron que
presentara citoplasma intacto y relativamente homogéneo, poco o ningin empalme con
células adyacentes; mientras que en el caso de los EMN se tomé en cuenta que tuvieran las
caracteristicas de la célula normal, ademés de que el MN tuviera una forma redonda o
almendrada, con un tamafio menor a un quinto del eritrocito, que presentaran un
perimetro liso y redondo que sugiriera membrana, asi como intensidad de tincién, textura y
plano focal similar al del ndcleo de un leucocito. Mientras las prolongaciones nucleares se
considerardn cuando la prolongacién esté totalmente originada a partir del nicleo, cuando
se encuentre parcialmente sobrepuesta al nicleo o cuando presente forma de gota en la que

se observe o presuma que exista una hebra unida al nuacleo.
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Anexo A: Nimero de registro del proyecto.

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURD SOCIAL
CENTRO DE INVESTIGACION BIOMEDICA DE OCCIDENTE
Sierra Mojada No. 500, Col. Independencia, CF 44340
Cruadalajara, Jal. México

COMITE DE INVESTIGACION 1305

De scuerdo o las evaluaciones de los Subcomités de Investigacion, Etica y Biosegunidad, ¢l proyecto de
investigacidn:  “ERITROCITOS CON  FPROLONGACIONES NUCLEARES: NUEVA
ALTERNATIVA PARA DETECTAR GENOTOXICOS” del _Dr. en C. Guillermo 3L Zidiga
Gongdler en calidad de investigador responsable, s cstablece el siguente

DICTAMEN

APROBADO para la ejecucion del proyecto con 1a especie Crocodriifur moreferti con nimero 1305-
2006-04%

*¥| demarrnllo del proyerio con lis spenes Cremndnil soins, Asaaga oomesdan v groog duls se apobanis de soeondo s i pomoaos de
b SEMARKAT

Guadalajara, Jal., 17 de Marzo del 2006

SECRETARIO

Dir. én . J. Fernando Rivas Solis

Dr.en €. .h:n?‘s.inchm Corona

Tel (0 6183 30 Fire (B 817 56
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Anexo B: Perwiso de colecta para el cocodrilo de pantano (£ moreletin.

SUBSECRETARIA DE GESTION PARA
LA PROTECCION AMBIENTAL
DIRECCION GENERAL DE VIDA SILVESTRE

OFICIO No. SGPA/DGVS/ 11943
Hoja 1 de 2.-

SECRETARLA DE MEDIO AMBIENTE México, D.F., a 1 2 NDV. Zm‘.

Y RECURSOS NATURALES

JAIME LUNA AGUIRRE, .
CENTRO PARA LA CONSERVACION E
INVESTIGACION DE LA VIDA SILVESTRE
"GUADALAJARA"

Presente.-

En atencién a la solicitud presentada por el M. en C. Antonio Estrada Valencia, Subdelegado
de Gestidn para la Proteccion Ambiental y Recursos MNaturales, Encargado del Despacho de
la Delegacién Federal de la SEMARMAT en el Estado de Colima, mediante oficic No.
SGPARN.-523/04 del 18 de marzo del presente ario, y considerando que diversos informes
sefalan la presencia de abundantes ejemplares de Cocodrilo de Pantano (Crocodylus
moreletif), especie exdtica para |a Laguna de Alcuzahue, Municipio de Tecoman, Colima, que
pueden por su parte agravar la problematica sefalada por la delegacion federal, con
fundamento en les articulos 32-his fracciones 1, 1, I, ¥, 30X y XLI de la Ley Orgénica de
la Administracidén Publica Federal, 5 fracciones I, Il y I, 79 fracciones [, II, Il y VI y 80
fraccién | de la Ley General de Equilibrio Ecoldgico y la Proteccion al Ambiente; 1, 2, 3
fracciones Xl y XVI, 5 fracciones |, 11, V y VI, 9 fracciones |, VI, XIV, XV, XIX y XX, 29, 31,
52 y 72 de la Ley General de Vida Silvestre; articulos 19 fracciones XXIII, XXIV y XXV, 31
fracciones |, VI, XX, XXl y Xl del Reglamento Interior de la Secretaria de Medio Ambiente y
Recursos Naturales, esta Direccion General de Vida Silvestre ordena a usted realizar un
diagndstico de las poblaciones de Cocodrilos {Crocodylus spp.) con miras a su
cantrol no letal en la referida Laguna de Alcuzahue, en el Municipio de Tecoman, Celima,
con las siguientes

Condiclones:

1. Este documento tendra una vigencia de 60 dias naturales a partir de la fecha de su
expedicion.

2. Las actividades encomendadas por el presente documento, se podran realizar
unicamente en |la Laguna de Alcuzahue, ¥ en sus perimetros hasta por 1 km. de
distancia del margen maximo del cauce del cuerpo de agua, contando en dado caso
can la anuencia de los propietarios de los predios invelucrados.

3. Para la realizacidn del diagnostico de las poblaciones se autoriza la captura de
ejemplares de cocodrilos para la determinacién de su especie y su marcaje. Los
ejemplares de Cocodrilo de Rio (Crocodylus acutus) deberan ser inmediatamente
liberados en el mismo sitio de su captura, mientras que los gjemplares de Cocodrilo
de Pantano (Crocodylus moreletii) que se capturen, seran trasladados al Centro
para la Conservacion e Investigacion de la Vida Silvestre (CIVS) "Guadalajara” para
su custodia en tanto se determine su destino final, como parte de las medidas de

(} Jcontrol aplicables a esta especie exdlica.

/{+

/ .. continga en Hoja 2 ..
e

AY. REVOLUCION 1425 NIVEL 1 COL. TLACOPAC, SAN ANGEL
DELEG. A. OBREGON C.P. 01040
TEL. 56-24-36-52 FAX 56-24-35-28

;"'\j
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SUBSECRETARIA DE GESTION PARA
LA PROTECCION AMBIENTAL
DIRECCION GENERAL DE VIDA SILVESTRE

OFICIO No. SGPA/DGVS/ 11343

Hoja 2 de 2.-
et México, D.F.a 12 NOV, 2004

4. Deberan adoplarse medidas de trato digno y respetuoso para evitar o disminuir
estados de tension o sufrimiento excesivo que se pudiera ocasionar a los ejemplares
objeto de estudio y/o control.

5. En todo momento debera mantener comunicacién y ceordinacion con el
Departamento de Control de Poblaciones Perjudiciales y Centros de Fomento de esta
direccion general sobre las estrategias a aplicarse y los avances logrados.

En un plazo ne mayar a 15 dias habiles, una vez concluida la vigencia del presente
documento, deberé presentar a esta Direccién General con copia a la Delegacion Federal de
la SEMARNAT en el Estado de Colima, un informe detallado de las actividades realizadas,
sin perjuicio de los informes parciales gue considere conveniente presentar. La informacion
obtenida sera sustento para que esta unidad administrativa, en uso de las atribugiones que le
confiere el articulo 72 de la Ley General de Vida Silvestre, determine y dicte las medidas de
contral definitivas que habran de aplicarse a la poblacidn exdtica de Cocodrilo de Pantano
(Crocodylus moreletii) en la Laguna de Alcuzahue y sus alrededores, ademas de las medidas
de control necesarias para resolver la problematica presentada a través de la Delegacion
Federal de la SEMARNAT en Colima, por el Presidente Municipal de Tecoman y los
integrantes de la Sociedad Cooperativa de Produccion Pesquera “"Laguna de Alcuzahue”,

ATENTAMENTE

SUFRAGIO EFECTIVO. NO REELECCION. .
EN AUSENCIA DEL DIRECTOR GENERAL, CONFORME AL ARTICULO 154
DEL REGLAMENTQ INTERIOR DE LA SEMARNAT, FIRMA EL PRESENTE

EL DIRECTOR DE OPERACIONES DFE%QE.MPO
Y CONVEN]OS DE CONSERVAC o_.,

OSCAH FIAMiREZ FLOFIES

SEMARNAT

G.cp:C. Francisco Giner de los Rios, Subsecretario de (Gestidn para la Proteccién Ambiental - Blvd. Adoffo Auiz
Cortinez # 4208, &° piso, Col. Jardines en la Montana, Del. Tlalpan, 14210 México, DLF -

. José Bermnal Stoopen, Director General de Inspeccion de Vida Sikvestre, PROFEPA.- Camino al
Ajusco # 200, 8° piso, Col. Jardines en la Montafia, Del. Tlalpan, 14210 México, D.F.-
. Felipe Ramirez Ruiz de Velasco, Director General de Vida Silvestre.- Edificio.-
. Radl Arredondo Nava, Delegado Federal de la SEMARNAT en &l Estado de Colima.- Victaria # 360,
Int. 105, Col. Centro, 28000 Colima, Col.- En atencitn al oficio No. SGPARN.-523/04.-
. Alberta Eloy Garcia Alcaraz, Delegado Federal de la PROFEPA en el Estade de Colima.- Manuel
Acuna # 49230, Col. Lomas de Cirgunvalacidn, 28010 Colima, Col.-
. Antonic Gomez Mendieta, Diractor de Sanidad, Control y Fomento de Vida Silvestre.- Edificio.-

. Roberto A. Wolf Webels, Jefe del Departamento de Control de Poblaciones Perjudiciales y Centros de
Fomenito.- Edificio.-
C. Andrés Gonzélez Rodriguez, Coordinador del CIVS “Guadalajara™.- Presente.-
Archi urno 01578 del 26-Mzo-2004).

.

oo O 00 O

MIAGO, fesrwcedd. 056
AV, REVOLUCIOM 1425 NIVEL 1 COL. TLACOPAC, SAN ANGEL

DELEG. & OBREGON C.P. 01040
TEL. 55-24-36-52 FAX 56-24-35-88
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SUBSECRETARIA DE GESTION PARA

LA PROTECCION AMBIENTAL |
DIRECCION GENERAL DE VIDA SILVESTRE J

OFICIO No. SGPAIDGVS! 04026
Hoja 1 de 2.-

México, D.F.a 20 ABR, 2005

JAIME LUNA AGUIRRE,
CENTRO PARA LA CONSERVACION E
INVESTIGACION DE LA VIDA SILVESTRE

"GUADALAJARA"

Presente.-

En seguimiento al simidar No. SGPA/DGVYS/11943 del 12 de noviembre de 2004, con
fundamento &n log articulos 32-bis fracciones | 11, 1, W, XXX y XLI de la Ley Organica da
la Administracion Publica Federal, 5 fracciones |, Il y Ill, 79 fracciones |, Il Il y V1 y BO
fraccién | de la Ley General de Equilibrio Ecologico y la Proteccidn al Ambients; 1, 2, 3

fracciones XIil y XV, 5 fraccionas |, 11, V y VII, 8 fracciones [, VI, XIV, X0V, XIX y X2, 28, 31,
52 y T2 de la Ley General de Vida Silvestre; articulos 19 fraccionas JOCHI, JO(V y XXV, 31
fracciones |, VI, XX, XXl y XIi del Reglamenta Interior de la Secretaria de Medio Ambiente y
Recursos Maturales, esta Dereccidn General de Vida Sivestre ordena a usted realizar un
diagndstico de las poblaciones de Cocodrilos (Crocodylus spp.) con miras a su
control no letal en la referida Laguna de Alcuzahue, en al Municipio de Tecoman, Colima,
con las siguientes

Condiciones:
1. Este documanto tendra una vigencia hasta el 31 de diciembre de 2005.

2. Las actividades encomendadas por el presente documento, s& podran realizar
gnicamente en la Laguna de Alcuzahue, y en sus perimetros hasta por 1 km. de
distancia del margen maximo del cauce dal cuerpo de agua, contando en dado caseo
con la anuencia de los propletarios de los predios involucrados.

3. Para la realizacién del diagndstico de las poblaciones se autornza la captura de
ejemplares de cocodrilos para la determinacién de su especie y su marcaje. Los
ejemplares de Cocodrilo de Rio [Crocodylus acutus) deberdn ser inmediatamente
liberados en af miamo sitio de su capiura, mientras que los ejempiares de Cocodrilo
de Pantano (Crocodylus moreleti) que se capturen, sardn trasladados al Centro
para la Conservaciin e Investigacién de la Vida SHvestrs (CIVS) "Guadalajara” para
su custodia en tanio se determine su desting final, como parte de las medidas de
conirol apiicables a esta especie exdtica.

4. Deberin adoplarse medidas de trato digno vy respetucsc para evitar o disminuir
estados de tension ¢ sufrimienio excesivo que se pudiera ocasionar a kos ejemplares
ebjeto de estudio y/o control.

3. En tode momento deberd mantener comunicacidn y coordinacidn con el
Wﬁmmmsﬁm”mmmﬂ&rmmﬂdanm
general sobre las estrategias a aplicarse y los avances logrados.

az2r EOTHISAE & Mo 3
AV, REVOLUCION W25 NIVEL 1 COL TLACORAE, SAN ANGEL

EELEG. AL DBREGON C.F. (M0
TEL 56-20-30-57 FAX 5521088
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SUBSECRETARIA DE GESTION PARA
LA PROTECCION AMBIENTAL
mﬂg‘{:l:ﬂﬁﬂ GEMERAL DE VIDA SILVESTRE

OFICIO No. SGPA/DGVSI (41 2 6
Hoja 2 de 2.

México, D.F., a 2 g i"-BR. m

En un plazo no mayor a 15 dias habiles, después de cada sxpediciéin y una vez concluida la
vigencia del presente documento, deberd presentar a esta Direccidn General con copia a la
Delegacidn Fedaeral de la SEMARNAT ean &l Estado de Calima, un informe detallado de as
actividades realizadas. La informacion obtenida serd sustento para que esta unidad
administrativa, &n uso de las atribuciones que le confieren los articulos 72 de la Ley General
de \ida Sitvestre y 31 fraccionas V1 y XX del Reglamenio Interior de |a Secretaria de Madio
Ambiente y Recursos Naturales, determine y dicte las medidas de control definitivas que
habrén de aplicarse a la poblacidn exética de Cocodrilo de Pantano (Crocodylus moralali) en
la Laguna de Alcuzahue y sus alrededores, ademds de las medidas de confrol necesanas
para resolver la problemdtica presentada 8 través de la Delegacidn Federal de Ia
SEMARNAT en Colima, por & Presidents Municipal de Tacomdn y los integrantes de ia
Sociedad Cooperativa de Produccion Pesquera “Laguna de Alcuzahue”.

Sin obro particular, aprovecho la ocasion para enviarle un cordial saludo,

ATENTAMENTE

SUFRAGIO EFECTIVO. NO REELECCION.
EN AUSENCIA DEL DIRECTOR GENERAL, CONFORME AL ARTICULO 154
DEL REGLAMENTO INTERIOR DE LA SEMARNAT, FIRMA EL PRESENTE

EL DIRECTOR DE OPERACIONES DE CAMPO
¥ CONVENIOS DE CONSERVACION

Ajusco ¥ 200, §° piso, Col. Jardines en la Montafia, Del. Tialpan, 14210 Mdosdco, D.F -

Felipa Rarmirez Rluiz de Velaseo, Direcior Goneral de Vida Sihwesine.- Ediflcio -

Ragl Arsdondo Nava, Deegaca Federal de ln SEMARNAT an ol Estsdo de Colima- Victorin # 350,

Cantro, Z8000 Cobma, Col - En abencsdn ol oficis Ma, SGPARN. 52306 -

. Garcla Alcaraz, Delégado Federal de ln PROFEPA on el Estado do Coliima- Manusl
Acisfia 84530, Col. Lomas de Clourvalpcidn, 28010 Colima, Col.-

. Ankonio Gdmez Mandiels, Dirsctor de Sanddad, Contred y Fomenta de Vida Siheesire - Edifcio -
Fobario A Woll Websls, Jefs del Departamenio de Conirgl de Poblaciones Pedjudicinles y Centros de
Anirda Gonuibe Rodguas, Coontnadoe el VS

; z Rodrigues, del ‘Gusdaiajara’ - Pressnis.-

Anchivo (En ssguimisnto sl cfcla Mo, SEPAMEVE 1843 del 12Mow S2004),

b
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Anexo C: Permiso de depdsito y experimentacion para el cocodrilo de pantano (£, moreletin.

SUBSECRETARIA DE GESTION PARA
LA PROTECCION AMBIENTAL
DIRECCION GENERAL DE VIDA SILVESTRE

OFICIO No. sePADGVs/ 0 1373 108

mexico, ., 03 MAR. 2006

SECRETARIA DE MEIO AMBIENTE
Y RECURSOS NATURALES

“2006, Ao del Bicentenario del natalicio del Benemérito de las Américas, Don Benito Juérez Garcia”

DR. GUILLERMO M. ZUNIGA GONZALEZ o
INVESTIGADOR DEL LABORATORIO DE MUTAGENESIS DEL
CENTRO DE INVESTIGACION BIOMEDICA DE OCCIDENTE,
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

SIERRA MOJADA # 800

COL. INDEPENDENCIA

44340 GUADALAJARA, JAL.

En respuesta a su escrito de fecha 6 de octubre de 2005, recibido en esta Direcciéon General el 17
de octubre del mismo afio, con numero de documento DGVS-05676/0510, mediante el cual se
solicitan ejemplares de Cocodrilo de Pantano (Crocodylus moreletii), con la finalidad de que los
mismos sean utilizados para realizar la fase experimental del proyecto denominado “Eritrocitos con
prolongevisnes nucleares: nueva alfernativa para detectar genotoxicos”, a realizarse en el
Laboratorio de Mutagénesis del Centro de Investigacion Biomédica de Occidente del Instituto
Mexicano del Seguro Social, informo a usted lo siguiente:

Esta unidad administrativa a mi cargo, no tiene inconveniente en autorizar el depésito de cocodrilos
de la especie Crocodylus moreletii, en ese centro de investigacion, para la realizacion del proyecto
arriba sefialado. Los ejemplares provendran del Centro para la Conservacion e Investigacion de la
Vida Silvestre (CIVS) “Guadalajara”, quedando sujeta la entrega de los ejemplares a la
disponibilidad de los mismos (incluyendo los ejemplares que se capturen en el marco de las
acciones de control de poblaciones exdéticas que se llevan a cabo en la zona), y que se hara constar
mediante la firma de las Actas de Entrega-Recepcion correspondientes, de acuerdo a las siguientes
condicionantes:

1. El presente documento es personal e intransferible y junto con el Acta de Entrega-
Recepcion de cada caso, debera acompainar invariablemente a los ejemplares amparados,
debiendo el portador mostrar una identificacién oficial a peticion de las autoridades
competentes.

2. El depésito administrativo tendra vigencia hasta el 31 de diciembre de 2007.

3. En los primeros 10 dias habiles de cada semestre natural, el depositario presentara a esta
direcciéon general informes sobre los avances del proyecto de investigacion y el estado
general que guardan los ejemplares en deposito. Al término de vigencia del deposito, se
evaluara la condicion y perspectiva de los animales para proponer a esta unidad
administrativa lo conducente.

4, La alimentacion y cuidado de los ejemplares quedara totalmente bajo responsabilidad del
depositario.

5. Durante el proceso de investigacion se adoptaran las medidas de trato digno y respetuoso
para evitar o disminuir la tensién, sufrimiento y dolor que se les pudiera ocasionar a los
ejemplares.

6. Los ejemplares en cuestion, deberan destinarse Unica y exclusivamente para el fin
mencionado en este documento.

7. Durante la vigencia del depésito, los ejemplares no podran ser objeto de liberacion.
Tampoco podran ser objeto de donacion, venta o cualquier otra forma de enajenacion, de lo
cual el depositario debera responder en los términos del articulo 383 fraccion Il del Cédigo

nal Federal.
J AV, REVOLUCION 1425 NIVEL 1 COL. TLACOPAC, SAN ANGEL
DELEG. A. OBREGON C.P. 01040
TEL. 56-24-36-52 FAX 56-24-36-42
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SUBSECRETARIA DE GESTION PARA
LA PROTECCION AMBIENTAL
DIRECCION GENERAL DE VIDA SILVESTRE

OFICIO No. SGPA/DGVS/() 1 3773 106
Hoja 2 de 2.-

México,DF, (03 MAR 2006

SECRETARIA DE MEDIO AMBIENTE
Y RECURSOS NATURALES

8. La Direccion General de Vida Silvestre se reserva el derecho de realizar a través de
personal de la SEMARNAT debidamente acreditado, visitas técnicas de supervision en
cualquier momento y sin previo aviso, a fin de constatar el cumplimiento de las presentes
condicionantes.

9. La validez de este documenio queda condicionada ai cumplimiento de las disposiciones
técnico-administrativas y de sanidad exigidas por las autoridades competentes.

La inobservancia o contravencién de cualquiera de las disposiciones establecidas en el presente
documento, dara lugar a la revocacién del mismo, sin perjuicio de las sanciones administrativas ylo
penales correspondientes.

Sin ofro particular, aprovecho la ocasién para enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE @“‘“"5%1
SUFRAGIO EFECTIVO. ELECGION="x,
EL DIRECTOR GENE Sk

}:7@'( s ’1._—

LIPE RAMIREZ RUIZ

ccp.: C. Felipe Adrian Vazquez Galvez, Subsecretario de Gestion para la Proteccion Ambiental.- Boulevard Adolfo Ruiz

Cortinez No. 4209, primer piso, ala A, Col. Jardines en la Montafia, Delegacion Tlalpan, 14210 México, D.F,

C. José de Jesus Alvarez Carrillo, Delegado de la SEMARNAT en el Estado de Jalisco.- Av. Alcalde No. 500, pisos 2° y
8°, Palacio Federal, Col. Alcalde Barranquitas, Centro, 44280 Guadalajara, Jal.

C. José Trinidad Mufioz Pérez, Delegado de la PROFEPA en el Estado de Jalisco.- Av. Topacio No. 2525, Col. Fracc.
Bosques de la Victoria, 44540 Guadalajara, Jal.

C. Antonio Gonzélez Origel, Subdirector de Sanidad - Edificio.-

C. Roberto A. Wolf Webels, Jefe del Departamento de Control y Remediacion - Edificio.-

C. Andrés Gonzélez Rodriguez, Coordinador del Centro para la Conservacion & Investigacién de la Vida Silvestre
(CIVS) “Guadalajara”.- Calle Monte Colli # 406, Col. Estadio Poniente, 44220 Guadalajara, Jal.

Archivo 5676/0510)
?YCIAGOI fdrv/vsfdrv.of 06.03
AV. REVOLUCION 1425 NIVEL 1 COL. TLACOPAC, SAN ANGEL

DELEG. A. OBREGON C.P. 01040
TEL. 56-24-36-52 FAX 56-24-36-42
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Anexo D: Acta de devolucion de ejemplares de vida silvestre.

SUBSECRETARIA DE GESTION PARA LA PROTECCION
AMBIENTAL : :
DIRECCION GENERAL DE VIDA SILVESTRE

CENTRO PARA LA VIDA SILVESTRE (CIVS) - -.. -
GUADALAJARA

1
H

" ACTA DE DEVOLUCION DE EJEMPLARES DE VIDA SILVESTRE

Constituidos en Monte Colli 406, Col. Estadio Poniente en Guadalajara, Jalisco siendo las 13:4C hrs del dia 26
de septiembre de 2006, se constituyeron el Dr. en C. Guillermo Zufiga Gonzalez:investigador del Centro de
Investigaciones Biomédicas de Occidente del Instituto Mexicano del Seguro Social y el MVZ Andrés Gonzalez
Rodriguez Coordinador del Centro para la Conservacién e Investigacion de la Vida Silvestre en Guadalajara,
con objeto de hacer la devolucion de 10 ejemplares de cocodriio de pantano (Crocodylus moreletii). De acuerdo
a las siguientes

DECLARACIONES

1.- Que habiendo concluido los experimentos para los cuales fueron solicitados 10 ejemplares de cocodrilo de
pantano (Crocodylus moreletii) como parte del proyecto de investigacién dei Laboratoric de Mutagenesis del
Centro de Investigaciones Biomédicas de Occidente, mediante numero de registre. 1205-2005-04 segun
autorizacion del oficio SGPA/DGVS/01373/06 emitido por la Direccion Generai de Vida Silvestre, se remiten a
este Centro para la Conservacién e Investigacion de la Vida Silvestre con fecha 26 de septiembre del afio en
curso. : ;

2.-Que el CIVS Guadalai» i rec’be en buenas condiciones generales 10 ejemplares de cocodrilo de pantano
(Crocodylus moreletij) de diferentes tallas y pesos con promedios de 40 cmy 150 grs de peso, mismos que
seran incorporados al resguardo del CIVS, para determinar su destino final. Estos ejemplares corresponden al
programa de control de poblaciones efectuado en la Laguna de Alcuzahue, Colima, realizado por personal
adscripto a este CIVS Guadalajara. i

Sin otro asunto que tratar se concluye la presente acta siendo las 14:10 hrs del dia de su inicio, misma que una
vez que fue leida por los que en ella intervienen, se firma al caice. 5

lisco a 26 de septiembre de 2006

DR. enC. GUILLERMQ ZUNIGA GON EZ MVZ ANDRES'“ O'(ZALEZ RODRIGUEZ
Lokl e )

TESTIGOS

DRA. .en C. ANA LUORDES ZAMORA PEREZ

QBT
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Awnexo E: Productos generados a partir de esta tesis Doctoral

o Publicacién de un articulo de investigacién original.

Nuclear abnormalities in erythrocytes of parrots (Aratinga canicularis) related to
genotoxic damage.Gémez-Meda BC, Zamora-Perez AL, Luna-Aguirre J, Gonzélez-
Rodriguez A, Ramos-lbarra ML, Torres-Bugarin O, Batista-Gonzalez CM, Zuahiga-
Gonzélez GM. Avian Pathol. 2006:35:206-2010.

o Obtencién del segundo lugar en la exposiciéon de carteles de investigacién en la
categoria Formal, Cientifica y Tecnolégica, dentro de las jornadas academicas: “La
Importancia de la Consolidacién de Cuerpos Academicos de la Calidad de la UAG”,
llevadas a cabo en la Universidad Auténoma de Guadalajara del 3 al 6 de julio del

2006.
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Nuclear abnormalities in erythrocytes of parrots
(Aratinga canicularis) related to genotoxic damage

Belinda . Gf:mez—?»‘leda",;ina L. I.amnra—l‘erezj, Jaime Luna—ﬁguirrez'i,
Andrés Gonzalez-Rodrigeez™, M. Luisa Ramos-Ibarra’ 4 Olivia 'Ihrres-]ﬁugar[ns,
Cecilia M. Batista-Gonzilez™* and Guillermo M. ZonigaGonzilez'

Lafratorio de Mutagenesis, Cenira de Fwestigacion Bomddica de Qveidente, Fatituts Mexicane del Segurs Social,
Kiarra .'r:lrujadu S Cal .Endzp'zn&mu'u. P 44340, ﬂurdm'ujurq Jalivea, Méxica e [N la Congernacin &
Bnvestigaeiin de la Vida Sibesire, Direccidn General de Vida Sibestre, Secretaria del Medio Ambiente y Recwrsos
Napsrales, Guadilagors, Jolisa Mévics, * Contro Unfversitario de Cioncioy Biobpiray p Avropecugriny Uniersidad do
ﬂum’m'ujum. ﬂvuir.l'q'um. Jalivea, Méxica * Centra Universditaria de Cienciax de la Salwed, Unfverddad o ﬂ'u'u&r.l'q'um—
Caviseie Nacional de Cieneia y Tecnalogla, Guadslgarns, Jalives, México, and” Departamento de Favestipacitn, Facsdtad de
Mediciig, T fato de Clenciar B.'ul.l'{'lgi{'u.t Univeradad duidiows de ﬂuﬂuﬁrj&rﬂ. ﬂvuir.l'q'um. Jiabiea, Mévica

MNuclear abnormalities in erythrocytes, as mocronuclel and nuclear buds (BE), are considersd potential
biomarkers of genotowic exposure, We described proviously the frequency of spontancous micromuckated
erythrocytes (MNE) in the species Aratings canicwiaris, Here, we have used this species to evaluate the
induction of MNE and BE by mitomycn-C, Animals were given a singke mtracoclomic injeton of O, 2, 2 or
4 mg'kg mitomyem-C on two corsecutive days. A drop of blood was obtained after 0, 24, 4% and 72 h, and
stained smcars were used to count micromuckated polychromatie erythrmocytes (MNPCE) and pobychromatic
erythrocytes with buds (BPCE) 1) pokchromatic erythroeytes, The number of MNE and BE m 10 (00
total erythrocytes was ako counted. MNPCE and BPCE frequencies were clovated at 24, 48, and 72 h after
the admmistration of the lower dese (P <0020, At a3 mgfkg dose, the frequency of MNPCE mereased at 48
and 72 h{ £ <{.44) whereas the number of BPCE increased, but not signdficantty, Administration of 4 mg'kg
mitornyan-Coinereassd the number of MNE observed at 72 h (F <0.03), the number of MNPCE at 48 h
(P =001)and 72 h (P <0.406), the BE frequency at 72 h (P <{0.05), and the frequency of BPCE at 48 and
T2 h (P <0.001). While mitomyein-C appears to produce a parallel inerease in MNPCE and BPCE
frequencies, the MMNE scemed to be a more sersiteee indicator of genotoxicity than the BE, This suggests
that evahatme B% and MNE in routine hasmatological analysiz shoukd be conzidersd to evaluate

environmiental genotoxic cxposure.

Introduction

One cytological abnormality that has seen studied
@ an indicator of pathological alterations in certain
dissases i the appearance of celk with nuclear buds (BE )
(Torres- Bugarn ef al, 2004) We previowsly determined
the fregquency with which spontanecsus micronucleated
erythrocytes (MME) appear in the apocies Aratings
canfeukeris (Zifiga-Gonedler of ol | 20005 Interestingly,
waolserved a high frequency of BE (unpublished data),
and, as & resuli, it is impotant to detennine whether the
preaei e of these abnommal eyt hoe ytes may b inhenent
to this apocies or whether a penotoxic agent could have
indwoad the appearanos of such stches,

The micronucleus test is a nelatively straightforward
teat to perform in vio and as such it has been widely
wmad Tt produce reprodwcible esulis and it iz adaptabla
to different tizwes and animal species, including doames-
tic birds om which the assay has been performed in boms
martow ozlk (Jena & Bhunya, 19955 Moreover, inter-
mationally acceptod midelines have been established to
camy owt this ssay (Schnid, 1975; Hayashi ef al | 2000k

Ditiga-Gonzdkes ef al | 2003a). More pecently, mickar
protusaons of luds have boon described a3 potential
bicmarkers of genotoxicity (Serrano-Gancia & Montero-
Mo toya, 2000 ; Mo tero of ol , 2008 In certain spocies,
nuclear buds can e observed in prepamtions wed to
evaluate the presence of micronucleuws and they could
potantially serve as a complementary measure of geno-
toxicity.

Mitomycin -C is a eytotoxic antineoplastic agent that
acts through similar mechaniams to these used by
alkylating agenta. It & commonly uwsed as a positive
control in gnotoxicity assays (Jena & Bhunya, 1995) In
ita active form, mitomycin-C selctively inhibits DNA
aynthesis, and this inhibition is the msult of DMNA
alkylation and eross-linking. Mitomycin-C ako inhibits
REMA and protein aynthesis, albeit to a leser degres
(McWVan, 1993, Pratt of o, 19%)

In the present study, we hawe wed the species
A canienlaris to determine whether the frequency of
both MME and BE increases after treatment with the

Tl whom cormapondence Soudd be addnmaed Tel 5233 J60F410 Fan ¢ 2 13 BT Emal svalagene st iiphotral oom
ISEN (ESET | pront 1SS N 1465 3338 { ol 08 000600 ) N006 Hosghtos Toest Lid

DelH1- L Ly N TS S0 T | 1003
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model genotoxin, mitemycin-C, a5 proviowsly observed
in pig and human lanphocyte cultures (Semano-Giandia
& Montero-Mon toya, X)L

Materiak and Methods

Aunima b T ety - e hends (4. conl ahieli | were wad m T stady The
amemals belong 1o the “entro ur la Cooservacdn e |mestgae s de
la Vida Shvestm de Gmdaligra”™ (The Widide Hesach and
Corservation Center, Gmdakiana) of e “Doecids (rmem] &
Yada G el Moedo Ambemie v Hecorscs Walorales,
Jaksoo, Rdwaeo ™ (WEkE: (e, Esseroesnend and Nataral Resoomrees
Deparment, Jlsco Meéxoo), de Mexcan foderal Depariment dal &
m charg of eveomsesi and mfom] reooros Thes Center &
regporsitie for the preersaton of eote and weld spece oonfiscaied
frcemn the Wegal imifciomy s a5 10 rebabdme and bherate e
arema ki mlo b satord entrosesent whene possibie. Howeser, whene
the amewals do mod omplete el whabddaison (often doe 0 canms
sl @ fracteres ibal are mod well comsobdated and wounds or
motlatons] and B 5 oot possdhle o be Dherate Shem, they am
mamtamed m approprae condi s of capiviy and umd for resandh
oo spch as the stedy carned ool here

The aly e were appareily healle ol de tene of s pleg
Apon ey e ation. Bod mabes and fevale brds were med
and they wem of vanable weght (mean 725 £59 g, Upon receqi, G
il were sdveiifed witha er anad regetensd Afier acdlem iz ng
1o e labomaiory condiisons for o meneween of & daps, e bl wes
rancom b dvided 0 fo e groms of seen binds each (negatve contml
and three treatment grope, Tibles | asd 3. The binds wese bomed i
steel cages (%4 =30 036 oo, seven bunds per cagel, and prosded Wil
water anad foced {maedlower seed) o Bhram

Animal mreatment. The aseals b the contral group were gres 0.2 m|
sterde water iracce boovee and the bords i groope [ do 3 were gven a
samggle bt racoedom ¢ myenteom of 1, 3o 4 s m oo O g CAS Ko
S0.07-7, Bgm, 51 Lovas, Misaoen, USA] o 1w conmoutne daya The
oo were selected om e b of (he el deanted o e bratee
(Jema & Bhomya, 1595 Al doss were adysded 1o a fmal whome of
02wl weih gende water AL e arenals wem handled o acooodanoe
Wil el iaisonal goedelnes and Naiwooal and Inlematonal |ostdoes
of Health regukisons for the b et et of L I

Nuclear almommalifies in parrat ervthrocyies 207

Bod d samgle reparaion A0, 24, 48 and T2k, a drop of
peeripitierall bicoed Wi obiamed fom e 1p of e nad of each bord, and
oW amemd on two prechuned and preocded maeracope s
The smwars wem as-dned, fued in ateclate efasol fr 10 s and
sabmed wilh acrdiee orange (CAS Moo 100127003, Sqma). Acrdne
onagEe wis wed a1 a concentraton of 003 sl ph et tafer
ipH T4y {Fdefaga Goam ez ér &l |, 2003a)

samphe amilvsis. The smples were ealmed by Ge same reeacher
and ey were soomed s iy weeg an OLYMPLE O] meonosoops
e wet by e amd an ool o otvectve (100 1)
The mamiber of mecromeceaed polyciroamte enthmoyis | MEPLE)
and polyohroemte enibocue wilh modear bods (BPCE) wem
determemed 1000 polyclrceraine arvdoocyies (PCE). The menbers
ﬁ“ﬁmﬁﬂmmﬂmﬂllﬂmldﬂﬂ’mﬁﬂd
e mamiter of POCE @ 1000 toml enpthmoyis was abo coonied.
g e e ora g stamed (ke POE red or orange, while nomsochroma i
of satare eryihma ylen were staned ok gmen

MM Ewene ooomted coly when the s wis clearly separa ted
dromn e mam vedew and bad a roesd shage (Fagpare la). Bads wem
oommied when @ slomgaton from the mockoms ongmaied fwen e
mochees, partally overlapped the soclems, or was = e form of dop
Rervingg am obao i (08 § ) stramd comecting i 10 the mock
(Figares 1 1o 14).

Satbeteal analysis The revalts are pesented as the meansr fandand
dewiation. The data were compared statscally mang e SPES medical
softwae oo iage (verssom 100 for Wmdows, SPES, (hicago, 1D,
LEA) After sxiahlsberng e normal detnbeiion of de data, oompar-
s were made betwess each fresmest groop and ther repert e
Tual vaboe (0B by mess of repeied Iy

Sobteayoendy, o beist s foance ddffere noe et W ap bed 1o conran

e sagmefoan o valoes of te evaltqle Fonr boe JUErWES COSNOTSONE.
P o008 was consdered spgeafoant

Resudis and Dscussion

In the present atudy, the frequencies of MMNE, MMNPCE,
BE and BPCE wen measwred in mito mycin-C treated
parnots bo dete mnine whet her these parametors increased
i a similar manner in v as they wene previously ssen
toin pig and huwman lymphocyte culiums (Sermno-

Tahle 1. Effa of mitompcin-C on the frequencies af MVE MNPCE, and PCE &0 muclrared oryrfrocytes af treated birds

Samplng tme

Giroup " ih 45 h Tth

Contml {water only) T
MNE1D 30 TR 10236 FAE W TI+XI, N8 17225 N3
MNPCE/LOE PCE 04=07 02207, N2 0+0, NS 05211, N8
PRI TR SLT=0147 P& 143, P ocdiidd X324, P aiid 1IT4£360, NS

2 mgfy mivomyan-C T
MNE1D 30 TR d.1=40 52+18 N3 G0+33, N§ 15218 N3
MNPCE/LOE PCE ol=nt L0210, P DT 18212 P2 ET216, P00l
PRI TR TE2287 ToozE4, NS [ A5 k=148, P oaoiiid

T mgfy miomycn-C T
MNE1D 30 TR X E S0+501, N8 32+22 NS 31223 N8
MNPCE/LE PCE 02=04 L1186 N8 11£1E P ol 15208, P c0id
PRI TR ELO=MS TEE2 111, NS GEA 16T, NS 6452197, N8

4 mgfy mivmyen-C T
MNELD &0 TE LE=IA 2E+13, N3 IE+15 N8 G0=1E P oDl
MNPCELOW FCE 0E=07 07 =04, N3 18£8 POl GO=LT, P oacO0ns
PRI TR B6.T268 IOE T3 2 P il EX2EY N 8T 2147, P cOidhl

Data are expressed as the men +stndard devintion. MNE, micromud evted erythrooytes; MNPCE, miomucleated polychromatic
erythrocyies; PCE, polychromatic eryihmooytes; TE, tol] erythrocytes; n, sample stee; NS, not significant. Comparisms were made
hetween the basal valie @ h) and the times llowing the treatment and wee analysed for significane wing repeated-me sures
amalysiz of varianee, followed by a least significancee difference test Al doses were adjusted to a fmal valume of 0.2 ml with slenls

waler.
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WE B O Gomes-Meda e al

Table . Effcs of mitomypan-C on the frequencies af BE BPCE, and PCE in muclrared erythrocytes of treated birds

Samplng tme
LET n ih 45 h Tith
Cinmral faater amhy) T
BEAO o6 TR 1282214 LI 2308 N3 55212 NS
BPCE/LGN POE G0z63 5. 1£74, NS A, 22224 NS
PCE 1000 TE SLT2I4T HIE£143, P 000 B S+344, P <lld T4 2360, N8
2 mgks miommvem-C T
BEAO o6 TR 442014 42189 M3 WL 4 NE 282139 M8
BPCE/LGN POE 17230 TT£3%, P <O0DE IE4 2108, P c0dl IG0£IE 4, P o0k
PCE 1000 TE T52297 ToO£E4, NS 65.1+92 N3 4522049, P 0003
1 mg'ky miommvem-C T
BEAO o6 TR 1T42093 1502040, N8 ITozllE N8 112260, N5
BPCE/LGN POE GE=x44 24+97 NS 9224l M8 ITE£152 N8
PCE 1000 TE Eloz49 TEI£133, NS GEd+163 NS 6452197, N8
4 mg'ks mbommycmeC T
BELD o6 TE EE268 122258 NS T84 N 424 4 P <cOs
BPCE/LGN POE 27223 10215 N8 G052 P ll X282 P00l
PCE 100 TE BAT26E ME T+ POl 221282 M ET£4.T, F <l

Dat aze expressed as the mean +standard deviafion. BE, erythrooytes with muclear buds; HPCE, polvchromatic erythrooytes with
buds; PCE, palychromatic erythrooytes; TE, iodal erythrooytes; n, sample sive; N3, nat significant. Comparisons werne made hetween
the nsal value {0} b} and the times followng the reviment and were analy sed for sigmficance wing repeated-measures analy sk of
wvariance, nllowed by a least sigmficance difference test. All doses were adjusted to 2 fmal valume of 0.2 ml with stenile water.

Garcia & Montero-Montoya, XN01). Mo significant
differences wene obasrved in the fegquenciss of MNME
and BE from control animals at the different sampling
times, indicating that the stress of the manipulation did
not affect either of these measres, However, the PCE
froguency did increase in control sampls 24 h (P <
003y and 48 h (P <004) after treatrent, and this
variation could be related to compensatory ooll division
in the bone marow cansed by sampling. A similar
increage was seen alter 24 I in the animak treated with
4 me'ke mitomycin-C. However, a reduction in PCE
froquency was mome commonly observed 72 b after
expoaumne to the compound. These decreasss in PCE
Troguency could reflect the bone mamow toxicity of the
drug (Tables | and 2.

At a dese of 2 mefke, mitomycin-C significantly
increased the frequency of MMNPCE and BPCE ab 24,
AR, and 72 I (P = 003}, whik MMNE and BE frequencies
did not increase at any of these sampling times. Expoaure
to 3 mghe compound did not affect the numbsems of
MME or BE found at any of the sampling times.
However, MMPCE freguencies incressed significantly
alter 48 and 72 h (P <004), and a non-significant
inciease in BRCE froguemncies was olserved. After 72 I,
the freguency of MME increased sgnificantly when the
animalk were exposed to a dose of 4 mgfke mitomyein-C
(P=003), as did the appearance of MNPCE at
AR b (P00 and 72 h (P 0004, that of BE at
T2 h (P 0008, and the munbers of BPCE at 48 and 72k
(P = (0] Tables 1 and 23

Depending on the species, the lalt-life of bird
erythrocyies i approximately 20 to 45 days (Schaln,
1964, Howevar, the half-lifie of an altered erythrocyte
such as a MME, is shorter than that of a normal
erythrocyie. In humans, the half-life of erythrooyies i
approximately 120 days in circulation, although normal
turnover fimes can be re-sstablished within § to 10 days
of expoawre to a genotoxin (Heddle e al | 1983
MacGregor of al, 1987, Hayashi ef al, 1992, 20k
Vanparys of afl, 1992 Alfiga-CGronzdlez o al | 20053h)
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Drespite the fact that all the binds were maintained wnder
the same conditions befbie the atdy, to eliminate the
posgible influence of a prior pootoxic expoaure the
pamots waed in the present study were also kept wnder
quarantine for a minirmwm of 9 days. This served as a
period of adaptation to the experimental comnditions.

The accummlation of MME and MMNPCE are para-
meters that ame related to genotoxicity. An increase in the
accwmulation of MNPCE resulis from damage that
ooours in the 24 to 48 h perod after treatment (Haddle
ef al , 1983) and, as such, MMNPCE Teg uencies allow us
to evaliate short periods of expoaure (24 or 48 k) In
contrast, MME frog uencies can be waed to evalwate maore
clronic expomnre, since the significant increases that can
initially be observed by detemnining the MMNPCE
frequency are neflcted 24 h later by changes in the
MME requency.

The BE frequencis wen consistently higher than the
MME froguencies (Tablks 1 and 2), suppesting that
budding may reflect to a wider spectrum of DRNA
damage than the formation of micronucled. The increases
olmerved in this asmay seeest that whik MME and BE
frequencies generally increass in parallel, MWE may e
mone sensitive than BE as a biomarker for the genotoxic
effects of mitemycin-C. However, the large standard
deviations obtained in the study make it difficuli to
conclude that BE comstitute a less sensitive biomarker
than MME. This animalto-animal variability reduced
the overall sensitivity of the assay, and this was especially
tre when meauring the BE where higher numbers of
events wene counted. Since the animak were not
obtained from a wellcontrolled animal facility, there
ane likely to have been differonces in the sex and age of
the birds. Even though the birds were of a similar weight,
they were not noceszarily of similar age, and it has boen
obaerved that age can influence the capacity of animak
to removwe MME from circulation (Zifiga-Gonzdlez
ef al | AW, 2000 )

Parmsites can ako b found in many domestic avian
specis, auch a8 doves, with no appament negative effocts
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Figore 1. PFeriphoal biod nudmed srpibrocytes af Aratinga camioularis oo Micronudeed erpthrocyre (0 xj; 16 & 1d

Erptizrocy iy with muckar budy (100 x ).

on their health. However, infoction by the parasite
Taendn smlfon cysticercd & known to induce chromoss-
mal abamations, sster chromatid eschange and gene
mutation, attributed to secretory pamsitic molecules
{Sermno-Garcia & Montero-Montoya, X)L We found
parastes of Hasmoproieus ap. in some samplks from
these birds, although this had no apparent negative
effacts on their health. Ttis conosivable that the parasites
in these birds could have provoked a serdes of events that
might se responsible for the variability in the MMNE and
BE froquencies soen here

Like birds, fishes, amphibians, and meptiles all have
large nuckated, ellipaoidal erythrocytes, which could e
used to determine environmental genotoxic damage by
amalysing the BE frequency. In this study, we have
demonstrated that the model genotoxin mitomycin-C

Jaime Luna Aguirre/enero 2009

increases the proportion of BPCE and MMNPCE in the
mickated erythrocytes of parmots. Similar increases in
meckear bund froguencies have previously een reported in
cell cultures (Serrano-Garcia &  Montero-RMonboya,
A1), Taken together, these remilts indicate that BE
could = an alternafive parameter to consider in
menotoxicity studies of model apocies with nuckated
arythrocytes, or when it is difficult to establish the
spontameons MME froquency

In concluson, this study demonstrates the nelation-
dhip botwoon mitcmycin-C exposwre and an increass in
BE. Honoo, the scorng of BE in routine hasmatological
analysis should e comsidered in order to establidh
normeEl vahies for this species and to ovaluate envinon-
men tal genotoxicity expoanne

96



0 B O Gimer-Medy o all
Acknow kedgemenis

The authom thank Ing. Rogelio Toye Sanromdn for
amaistance with the statistical analysis.

Relerences

Hayasta, M, Kodmva, ¥, Awogs, T, Sovain, T, Assta, A O & Sodord,
T () The mecromecles agay g penpheral blood retioaio-
o e oy O and cpclop hoeplamede treated ros Mate
s Rensawk, ITH, 206210

Hapasta, M, Maclsegor, 1T, Crtebome, [z, Adier, 11D, By,
DH, Dertmger, 510, Krshma, (5, Monta, T, Bmso, A& Suton, 5
Q@000). fx ple mdent eyleocyte monosedes msay 11 Some
gt of pemtonn] dessge o bading repe ated (et tegnbon
wiil fomcsy fetng, and awomaied gonsg il and
Mobecsidar Matapeneris, 35, 4 252

Hedide, LA, Hie, M, Kimtbant, BK _ Moo, 1T, Macleregor, (7,
Mewell, Wk Salamome:, MUF { 1583). The mdecton of mcrosnchs as
a memsare of genodooaesiy A repon of the 08 Esvercsses il
Protecisom Agency (rme-Tox Program Mousdes Resasmk, 127,
=%

Jema, (7 B & Blomwa, S (0955 Use of choclio, (et diewe itlond, as
o da eloe mod] for fhe stady of diecancaom e abe rmiion: o udy
with mslompoin O and probable looaton of o ‘Tt spol”. Mo
Reseaeck, 334, 181174,

Mactegor, U7, Hedde 1A Hite, M, Magols, BH, Ramel, O
Salmwmome, MF, T RF. & Wad D {1947) Gowdelee for the
comdact of mworommclees assays  smsewbon  bome  Eanow
eryiliaocyien Mutarie Researck, J89, 03111

MoWan, B F (1993 Phylcdn's Drag Homlbook . Pemsbanma, U5
Sprmghome Corposaton_

Momtera, Ko, Serasa, L, Divida, W Segana, ¥, Arsetn, A, Poestes,
K, Amad, |, Waksca, L, Sera, P& Casmacka, Ko 2003
Wbestalb e poly sl and e s s ke freguency @ bl
epithelvomn of adohscent bvimg @ o whan avwonsesl Eaolsos
invrniiad dvd Moke cobor Madsgemeris, 42, 21613

Prast, WE, Roeidon, RW_ | e, W & Mah 115y
The dwtieaneer Degs, nd adn. New doric Onfond Unsveraty Pres

Scralem, (VW (1964) Hewslvaen Hewasndegy. Phladelpha, P Lea
and Febiger.

Scheved | W (1575 The mecromoclens et Masarie Ressawk, 31,
S=1%

Jaime Luna Aguirre/enero 2009

Seranolrarcia, Lo & Momtero-Montosa, Ko Q2000 Maroemo e and
chrcanatad bads are the ronlt of mlied pencione eventa Favdvae
imeintal awdd Mode cwlr Metsgemeris, 38,33 45

Torres- Bogaris, (0, Yevon-Agelir, A, Zamsora Peree, A, (Gbows.
Meda, BC, Remosltarma, ML, Morgan Vil (¢, Crolemmes
Framon, & & Sbfgasaonmibes, (& (2004, Evaba ateom of osplatm
AFU, carboplatin SR, and doefimeds | epratome  ® g e
wming e mecromec st and wocksir oo Bes o ihe bocoal
mvoccsa. Makrdon Reneamk, 55 91 <100

Wanparss, P, Delmedt, G, Werme oo, F Svmans, M & Masboom,
R (192) Samplng s b secoracdews wtlEg. Muttes Re
sk, 2191 <155

Eldaga{ronz ez, (i, Torres- Wagarin, O, Losa-Agere, 1| (onzd ez
Rodrigeer, A, famora-Peres, A, (MeezMeta, BC, Ramos
Tarra, ML, RowosMora, A, Onie, GG & Galegos-Armeola,
WU (1000 Spoadam e mecrceanle b pengbenal oo enythm
oo from 54 anial specis Mukirin Meseaeck, 467, S99 00,

Hifega Cromp ez, G, Torrs-Boganin, O, Romce-lbana, ML, Za
mora-Perer, A, Ghows Meda, BOC, Vedom- Agmlar, A ), Ramcs-
Mom, A, Otz (G, AbamzMowm, O, Croesike Roddgues,
A, Loma-Agarre, | & (allegos-Ameola, MOP (200a) Yazateon
o veoromncieated erpibrocyies m pesp beral hiood of Sbesr gawa
mrrwr o oreladiosm o age an d of  meow d
polvchromate enyibane e after te adeenstaton of colohicne
Ervdvvorensad amd Mol ke Mussgeneris, 37, 13177,

ildfiga (romp ez, (G, Torres-Bagarin, (b, Famora-Perez, A, (o
Wada, B O, Rasscelbarra, ML, Masines Dompdler, 8 CGomed e
Rosdrigoez, A, Loma-Agaswe, J, Ramos- Mom, A COstvenos.Lina,
1 & Cralegostrrecda, MEP (A00h Diffoenos @ de penber of
Ericroavace ated Eryihane Ve AmOag voung and adul anial mclud.
g bewars Sposdineoms mecromocksl o 43 speses  Massier
Reraarck , $94, 16 ~16T.

Flfegadrong e, (7, (Rlones Meda, BC, fewom-Perer, &, Ramos
Irarra, ML, Batsta-Croamdbe | O M, Espenoza-Jestmez, 8, Galls-
o Arrecda, MUP, Alhares Moga, O & Torres-Bagaris, (0 (203a)
Imafioct vom of mnboromacle: o groeitng vagnd cells from ool hacme-
and cyclop boeptamade veaed s Fwd ) awad Mbacesd
Masagermesks, 4, 306 -

Elegadromziiez, (M, Towe-Bugirin, (0, FZamonPees, A
{ndmez-Moda, BO, Ramds lbara, ML, (Galegs Amecla, MF,
Floresfrancia, & & Lo Ursbe, A (20000 |mforton of meom-
wochenied erpibrocyis o mome penpheral blood afier ool o
appleascn of SfSucewamel drckies of Meded Remarck, 34,
4144

97



Awan Fadhology {June N06) 35(3), 1 -2
Non-English Abstracts

Nuclear abnormalities in erythrocytes of parrots
(Aratinga canicularis) related to genotoxic damage
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Anomalics mucléaires des érythmocytes de perroguet (dratinga  canicudaris)  associées aux  lésions
genotoxiques

Les anomalics mucléaires des érythrocytes, tels les micromucla (MM et les bourgeons nucléaires (BE), sont
conzklérés étre des margueurs potentiels d'exposition génotoxigue. Nous avons décnt procédemment b
fréquence d'érythrocytes micronucléés spontanés { MMNE) dans 'espéce Aratinga caniowlaris. la, nous avons
utibsé cotte espoce pour évahier 'induction des MMNE ot des BE par la mitommycine-C.

Les animaux ont regu une mjection intracoclomigue de 0, 2, 2 ou 4 mg/ke de mitomyane-C, deux jours
constoutifs, Une goutte de sang a &té recuctllic aprés O, 24, 45 ot 72 h, ot des frottis colorés ont ét¢ utilisés
pour compter ks érythrocytes polychromatiques micronucless (MBPCE) et les érythrocytes polychroma-
tiques avec des bourgeons (BPCEV] (40 érythrocytes polychromatiques. Le nombre de MNE ot de BE pour
1{.{¥) erythrocytes a cgalement &bé compte,

Le= fréquences des MNPCE ot des BPCE ont 88 evaluées 4 24, 4%, ot 72 h aprés 'admimstration de la plus
faible dose (P <002 A la dose de 2 mg'kg, b fréquence des MNPCE a augmenté a 48 et 72 h (P <{,04)
alors que le nombre des BPCE a ausmenté, mais pas significativernent. L'administration de 4 mglkg de
mitomyane-C a augmenté le nombre des MNE observe 4 72 h (P <0,02), le nombre des MNPCE a 48h
(P =0010cta T2 hi{P <06), la fréiquence des BE 272 hi{ P <0,05), ct la fréquence des BPCE a 48 et T2 h
(P =< ¥,

Alors que la mitomycne-C apparait produire une augmentation paraléle des fréquences des MNPCE ot
des BPCE, les MNE paraissent Stre un indicateur plus sensible de la génotoxicte que les BE, Cea suggére
que 'evaluation des BE ot des MINE lors des anabyses hématologiques de routine devratt étre prise en compts
pour évaluer 'exposttion génotoxigue environnementale,

Kernanomabien m Erythrozyten von Papageien | dratinga canioedari) im Zusammenhang mit genotoxischer
Schadigung

Nukleiire Anoomabien in Erythrozyten wie Mikronuklei { MN) und Kermnknospen {-anlagen) { BE) werden als
potentizlle Biomarker fir sine genotoxische Exposition angeschen. Kidrzbeh haben wir die Hiufigket
spontan auftretender Mikmonukled in Erythrozyten (MNE) in der Spezies {dratiga caniowlaris, Orangen-
brustsittich) beschrigben. In disser Studie haben wir diese Sperics verwendet, um die Induktion von MNE
und BE durch Mitomycin-C zu untersuchen, Ien Tieren wurde an zwel aufeinanderfolgenden Tagen cine
Injektion von €, 2, 3, oder 4 mg/ke Mitomyan-C in die Labeshdhle gegeben. Nach 0, 24, 45 und 72 h wurde
cin Tropfen Blut entnommen, ausgestrichen und gefirbt, uwm polychromatische Erythrozyten mmat
Mikromukla { MNPCE) und pobychromatische Erythrozyten mit Knospen (BRCEY 1000 polychromatische
Erythroeyten auszuzihlen. e Zahl der MNE und BE in insgesamt 10 Erythrozyten wurde auch
bestrnmt. 24, 48 und 72 h nach der Verabreichung war bei der medrigen Doskerung dic Haufigket von
MMNPCE und BPCE crhoht {p <0,02). Ba der Diosis von ? mglkg stieg nach 4% und 72 h die Frequenz der
M&PCE sigmfikant (p <004) und der BPCE jodoch nicht signifikant an. e Gabe von 4 mgfkg

o wheomn correpondemnoe shonld be addnemaed el 45133 IGO0 Ko 52 33 ISEITE. Fead svata gm0 tead com
155 W 000G 5T { parnt) 155N D8535 (0w | 000 102 ) 2008 Homghsos Tt Lad
I{H - D L 0S0 ORI TS S0 T [ 003
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Mitomyan-C steigerte die Zahl der MNE mach 72 h {p<0,02), die £ahl der MWNPCE nach 4% (p <{0,01 ) und
T2 hi(p =006), dic BE-Haofigkeit nach 72 b {p <0,05 und dic BPCE-Frequerne nach 48 und 72 h{p < 0,001 ).
Wihrend Mitomyan-C einen parallelen Anstice der MNPCE- und BPCE-Hiufigkeiten hervorzurufen
scheint, sicht & s0 aus als ob MNE em sensitiverer Indikator fiir cine Genotoxizitit als BE ist. Dies
sugeenert, dass die Bewertung von BE und MNE in der himatologiechen Foutmeanalyse zur Bestimmung
von genotoxischen Umweltnisiken bericksichtigt werden sollte.

Anormalidades del nacleo de entrocttos de loros (dnatinga caniowlariz) relacdonadas con danfo genotdmico
Las anormalidades nuclears en entrocitos, como los micromicleos {MRN) ¥ las protuberancias mucleares
(BE), =z consideran biomarcadomrs potenaales de exposicion genotdxica. Previavemente, hemos descrito la
frecuencia espontinea de eritrocitos micronucleados (MMNE) en las cspedes de Aratinga caniculariz. En este
cstudio, hemos utibzado cstas mismas cpedes para valorar la inducoon de MNE v BE por mitomicina-C,

Loz ammales recibieron una Gnica mycccion mtracelomica de @, 2, 30 4 mglkg de mitomicma-C en dos
diazs comsccutros, Sc obtuvo una gota de sangre tras O, 24, 48 ¥ 72h, v sc utihzaron frots tefiddos para e
recuento de eritroctos policromiticos micronucleados (MMPCE) v entroctos policromdticos con
protuberandas (BCPEVIE0 entrocitos pobcromaticos. También sc malizd un recuento del mimero de
MNE y BE en un total de 10,400 entroctos.

Las frecuencias de MNPCE v BPCE cstaban incementadaz a las 24, 48 v 72h tras b admingtracion de la
dosis mis baja (P <0.03). A la dosis de 2 mg'kg, b frecuenda de MNPCE aumentd a las 48 v 72 h (P =
0.04) mientras que el nimero de BPCE aumento, aungue no de manera significativa. La adminstracion de 4
mgfke de mitomicina-C prodyjo un incremento del mimero de MNE observados a las 72 h (P < 0.02), del
miamero de MNPCE a las 48 (P <001y 72 h{P <0.006), de la frecuenca de BE a las T2 h (P <0005), v de
la frecuencia de BPCE a las 48 v 72 h (P <0001 ),

Mientras que b mitomicina-C induce un incremento paralelo de las frocuencas de MNPCE v BPCE los
MME pucden ser un indicador més sensible de la genotoxiadad que bos BE. Estos resultados sugieren que
deberia considerarse la valoracion de lee BE v MNE en los anileke hematologicos rutinarics como
indicadaores de la exposicion genotoxica ambiental.
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