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RESUMEN.-

Con la finalidad de detectar compuestos gue fracturan o rompen cromosomas se
utiliza la prueba de micronucleos (MN), que es econdmica, rapida y sobre todo, no
deja lugar a dudas de la pérdida de material genético en el nucleo de las células
hijas. En el presente estudio se observo el dafio acumulado de eritrocitos
micronucleados (EMN) en sangre periférica de la ardilla gris Sciurus aureogaster.
Este grupo de animales recibié colchicina por tres dias consecutivos y estuvo
formado con animales jovenes y viejos. Se contaron los EMN en 10,000 eritrocitos
totales (ET) cada 24 h, hasta completar 120 h de estudio. El analisis estadistico
mostro incremento de EMN a las 48, 72, 96 y 120 h, considerando los valores de
todos los animales. Al dividir a las ardillas por su peso-edad, se observo diferencia
a las 72 (p<0.01), 96 (p<0.02) y 120 (p<0.004) h en las jovenes y a las 72
(p<0.03) y 96 (p<0.01) h en las viejas. La proporcién de eritrocitos policromaticos
(EPC) no se alterd, por tanto, en este caso el medicamento no fue toxico, sin
embargo, los individuos jovenes presentaron mayor numero de EPC/1,000 ET

(25.6+13.2) que los viejos (12.0+7.3).



INTRODUCCION.-

La contaminacion en diferentes ciudades del mundo ha sido asociada con el
incremento en el riesgo de contraer cancer (Perera, et af, 1992). Varias
actividades humanas aumentan la contaminacion; agentes de origen fisico, como
las radiaciones, pueden ocasionar dano celular y mutaciones (Schull 1983; Martin,
et al, 1986), mientras que otros quimicos, como los residuos de las minas,
pesticidas, desechos urbanos, etc., también pueden afectar ecosistemas marinos
y subsecuentemente, danar al hombre a través de cadenas troficas (Rodriguez-
Ariza, et al., 1992). Extractos de particulas llevadas por el viento pueden producir
tumores en ratones y existen evidencias que sugieren que el desarrollo de
tumores es un proceso de multiples etapas que inicia con una mutacion (Miguel,
et al, 1990). Un primer paso para evitar el incremento del dano ecoldgico es
impedir la liberacion de sustancias toxicas al medio ambiente, mismas que
pueden ser detectadas con organismos bioindicadores (Rodriguez-Ariza, ef al,
1992). El utilizar biomonitores, en pruebas para detectar genotdxicos, ofrece
grandes ventajas en comparacion con otras que se realizan /i vitro, ya que un
organismo vivo puede procesar o metabolizar un compuesto a su forma toxica

(Rodriguez-Ariza, et al, 1992).



Dado que los métodos convencionales que se utilizan en la actualidad para
determinar dafio genotdxico resultan ser de costo elevado, es conveniente buscar
nuevos formas, asi como modelos de evaluacion que sirvan como indicadores de
sustancias con efecto genotoxico. Una alternativa es la prueba de micronucleos
(MN) (Schmid 1975; Heddle, ef al, 1991), realizada en diferentes tejidos vy
especies animales (Torres-Bugarin, ef al, 1998; Zuniga, ef al, 1996%; Zuniga-

Gonzalez, ef a/,, 2000; Zaniga-Gonzalez, et al, 2001).

s Prueba de microntcleos.

Sirve para detectar el efecto de agentes mutagénicos sobre los cromosomas
mediante la identificacion de fragmentos acéntricos y/o cromosomas rezagados,
conocidos como MN, gue gquedan fuera del nucleo en mitosis (Schmid 1975;

Heddle et af, 1983).

Esta prueba se realiza en tejidos de proliferacion celular continua (Figura 1),
(Schmezer, et a/, 1990; Suzuki, et a/, 1993) tales como: médula ésea (Schmid
1975), hepatocitos (Schmezer, ef al, 1990), mucosa bucal (Torres-Bugarin, ef a/,
1998), queratinocitos (Shuilin y Baker, 1989) y en células germinales, en las que

de existir dafio, éste podria ser transmitido a la descendencia (Lahdetie 1983;



Russo y Levis, 1992) y de ahi la importancia de detectar estas alteraciones a

tiempo.

| Médula 6vea deratén SIW‘ nﬂftﬂn de ratén .' .
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Figura 1. Células micronucleadas en diferentes tejidos y especies.

La prueba de MN en eritrocitos de sangre periférica se puede realizar en eritrocitos
policromaticos (EPC), esto es, eritrocitos jovenes, para el caso de pruebas de 24 a
48 h y en eritrocitos normocromaticos (ENC) o eritrocitos viejos, para estudios de
exposicion cronica o en su caso cuando se utilizan especies que no presenten cde
manera normal EPC (ZufAiga-Gonzélez, et al, 1998). Es importante tomar en
cuenta que debido a que los EPC no pierden los ribosomas por aproximadamente
24 h después de la enucleacion, estos se tifien de color azul-gris con colorante de

Giemsa (Heddle, ef a/, 1983) o de color rojo con anaranjado de acridina (Hayashi,



et al, 1990), lo que facilita su identificacién cuando se pretende contarlos en

pruebas de periodos cortos de exposicion (Figura 2).

Figura 2. Frotis de eritrocitos micronucleados en sangre periférica: a) Tincién con giemsa;

b) Tincién con naranja de acridina.

@ Ventajas y limitaciones.

Ventajas (Schmid, 1975; Heddle, ef a/, 1983; Sarto, ef a/, 1987):

1. Facilidad y rapidez.

2. La abundancia de células analizables en diferentes periodos del ciclo celular.

3. La posibilidad de probar un solo quimico sin otros compuestos

4. Los MN formados durante la division celular persisten al menos durante la siguiente
interfase

Limitaciones (Heddle, et a/, 1983; Jaylet , et al, 1986):

1. No detecta agentes que no producen fracturas o rezagos anafédsicos (esto es,
aberraciones que no implican la ocurrencia de fragmentos acéntricos, como
translocaciones e inversiones).

2. No es util en poblaciones celulares que no se dividen.



»  Micronucleos.

En hematologia, los MN se conocen como cuerpos de Howell-Jolly (Schmid 1975;
Heddle, ef a/, 1978). Su forma es generalmente redonda o almendrada, con un
diametro que varia desde 1/20 a 1/5 (0.4 a 1.6 micras) del tamano normal de un
eritrocito (Schmid 1975; Corazza, ef a/, 1990). Su formacion se basa en el
siguiente principio: en anafase, cualquier fragmento cromosomico que no posea
centromero no podra integrarse a un nucleo, por carecer del elemento
indispensable para orientarse en el huso acromatico. Después de la telofase, los
cromosomas normales, asi como los fragmentos que posean centréomero daran
origen a los nucleos de las celulas hijas. Los elementos rezagados (fragmentos o
cromosomas completos) quedan incluidos en el citoplasma de las células hijas y
una proporcion de estos es transformada en uno o varios nucleos secundarics.
Estos son mucho mas peguefos que el nucleo principal, por lo que son llamados

MN (Figura 3) (Heddle, et af, 1983).
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Anafase

Telofase

Figura 3. Formacion de micronucieos.

Eventos similares ocurren si se dana el huso mitdtico, por ejemplo bajo la
influencia de la colchicina, por lo que aparecen MN grandes fuera del nicleo, esto
se debe a que cromosomas completos son los que constituyen a estos MN

(Yamamoto y Kikuchi, 1980; Heddle, ef a/, 1983).

s Micronucleos en sangre periférica.
Los precursores nucleados del eritrocito, llamados normoblastos, pierden su
nucleo cuando pasan de la médula ésea al torrente circulatorio debido a que los

poros entre las células endoteliales de los sinusoides medulares tienen un



diametro menor que el nicleo esférico del normoblasto y como éste tiene que
atravesar dichos poros, la membrana y el citoplasma, que son deformables, logran
pasar, pero el nicleo queda atrapado. La membrana se desgarra, solo que ésta es
reparada, mientras que el nlcleo expulsado queda en la médula y es fagocitado
por los macrofagos del estroma medular (Hillman, et a/, 1987; Mackey y
MacGregor, 1979; Novales y Amato, 1993). Después que el eritroblasto expulsa su
nucleo para convertirse en eritrocito (en mamiferos, aproximadamente 5 h después
de completar la dltima mitosis), por razones desconocidas los MN permanecen en
el citoplasma de los eritrocitos y entonces es posible visualizarlos (Hart y Hartley-

Asp, 1983; Heddle, ef al, 1983) (Figura 4).
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Figura 4. Precursores de eritrocitos en mamiferos.
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En el humano, los MN son las anormalidades mas caracteristicas después de la

esplenectomia (Pearson, et al, 1978; Corazza, et a/, 1990). Siendo parte del



sistema reticuloendotelial, el bazo participa en la eliminacién de los eritrocitos con
anormalidades; el control de calidad que ejerce el bazo sobre los eritrocitos
dafados se manifiesta por el aumento de éstos en la circulacién después de la
esplenectomia, aqui se incluyen residuos nucleares (cuerpos de Howell-Jolly),
inclusiones de hemoglobina desnaturalizada (cuerpos de Heinz), siderocitos y
células deformes o fragmentadas (Hillman, et a/, 1990). El nimero de MN
espontaneos en eritrocitos de sangre periférica de humano es cercano a cero en
10,000 eritrocitos totales (ET). Sin embargo, cuando por alguna indicacion del
hematologo, el paciente es esplenectomizado, éste de inmediatc; incrementa el
nimero de MN de manera significativa en la circulacién (ya que el control de
destruir a los eritrocitos anormales en esta especie lo ejerce casi en su totalidad
éste 6rgano) y mas aun si el individuo sin bazo se expone a genotoxicos, como los
medicamentos antineopiasicos. Los eritrocitos micronucleados (EMN) se pueden
observar en un simple frotis de sangre periférica (Schlegel, ef al, 1986; Zuniga, et

al., 1996b).

& Micronucleogénicos.
Existen muchos compuestos que inducen efectos genotéxicos. La interaccién de
los compuestos de manera indirecta puede causar cambios en la conformacion

del ADN, lo que podria ocasionar ruptura de hebras. Asimismo, si se causa dano



a las proteinas que conforman la maquinaria para la mitosis, se pueden formar
MN (Stopper 1993). Los mecanismos de accion de los diferentes agentes que
causan rompimientos cromosomicos varian, algunos afectan a los grupos
sulfhidrilo de proteinas, mientras que otros acttan sobre los puentes de hidroageno
de los acidos nucleicos o afectan el sistema de dxido-reduccion dentro del nucleo
(Sharma 1980). Una forma de clasificar a los farmacos es segun su mecanismo
de accion (Becker 1985: Lazo y Larner, 1994: Pratt, ef 2/, 1994; Hellman y Vokes,

1996; De Vita, et a/, 1997).

+ Colchicina.

Existen sustancias de conocida micronucleogenicidad, como la colchicina. Este
farmaco actia blogueando la formacion del huso mitético, originando de esta
manera el rezago de cromosomas completos que no se incluyen en los nucleos
hijos (Figura 5) (Pearson, et al, 1978; Yamamoto y Kikuchi, 1980; lwai y Arimura,

1990; Williams, et al, 1990).
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Figura 5. Colchicina: a) Coichicum autumnale, b) Estructura Quimica

Clasificacion Farmacologica: Es un alcaloide aislado del azafran o cdlquico,
Colchicum autumnale.

Clasificacion Terapéutica: Antigotoso

Generalidades: la colchicina inhibe la division celular al unirse a la proteina tubulina. La
tubulina, como su nombre lo indica, forma fibras microtubulares que ayudan a dirigir la
divisién celular. Estas fibras jalan a los cromosomas duplicados a cada lado de la célula
parental, asegurando que cada célula hija reciba un juego completo de cromosomas.
Ademas de su papel en la mitosis, los microtubulos son necesarios en el mantenimiento
de la estructura celular y en el proceso de secrecion y neurotransmision a lo largo de los
axones (Beaula y Subramanyam, 1991; Hellman y Vokes, 1996; Ramirez-Mufioz, et al,

1999). Por ofra parte, los medicamentos que interfieren con el ensambiaje o



desensamblaje de estas fibras de tubulina pueden evitar una division celular exitosa

(Figura 8) (Lazo y Larner, 1994; Pratt, af a/, 1994; Hellman y Vokes, 1996; De Vita, et a/,

1997).
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Figura 6. Mecanismo de accién de los derivados de plantas: inhibideres de microtibulos

Farmacodinamia: la colchicina tiene accion antigotosa e interviene en la inhibicién de la
migracion leucocitaria al reducir la produccion de acido lactico por los leucocitos. La
colchicina actua como antiinflamatorio por fijacion a la proteina microtubular tubulina,
impidiendo asi su polimerizacion e inhibiendo por tanto la emigracion de leucocitos y la
fagocitosis. Varios de los efectos adversos de la colchicina se deben a su bloqueo de la
polimerizacion de tubulina y de la mitosis celular (McVan 1995).

Farmacocinética: la colchicina se absorbe faciimente después de administracion oral y
alcanza sus valores plasmaticos maximos en un lapso de dos horas. Los metabolitos del

medicamento son excretados por via intestinal y en la orina.



Absorcion: cuando se administra por via oral, la colchicina se absorbe desde
las vias gastrointestinales. El farmaco sin cambio puede resorberse en el
intestino mediante procesos bililares.

Distribucion: se distribuye rapidamente en varios tejidos después de su

resorcion desde el intestino. Se concentra en los leucocitos y se distribuye en los

rinones, higado, bazo y vias intestinales, pero esta ausente en corazén, musculo
esquelético y cerebro.

Metabolismo: se metaboliza parcialmente en el higado y también lentamente

en otros tejidos.

Excrecion: la colchicina y sus metabolitos se excretan principaimente en las

heces, y cantidades menores se excretan en la orina (McVan 1995).

& En quiénes encontramos micronucleos.

Opuesto a lo que sucede en el humano, existen especies que de manera natural
presentan EMN espontaneos visibles en la circulacion y por esta caracteristica se
pueden proponer como biocindicadores. Los animales mas comunes con estas
caracteristicas son los roedores (Hart y Hartley-Asp, 1983; Heddle, et a/, 1983;
Hayashi, ef a/, 1990). También, se ha propuesto al gato (Zuniga-Gonzalez, et ai.,
1998), asi como organismos vertebrados no mamiferos como los anfibios, cuyos
eritrocitos son muy grandes y por lo tanto facilitan la observacion de MN. Tal es el

caso de algunas ranas (Krauter, ef a/, 1887; Rudek y Rozek, 1992; Fernandez y



I"Haridon, 1994) y de urodelos (Jaylet, ef al, 1986; Lee, et a/, 1992). Por otro
lado, los peces no han sido la excepcion y se han propuesto también como
biomonitores (Krauter, et a/, 1987), al igual que aves como los pollos (Bhunya y
Jena, 1992; Jena y Bhunya, 1995). En el caso de los invertebrados, también se ha
estudiado la posibilidad de proponerlos como bioindicadores y entre ellos se
cuentan algunos bivalvos (Rodriguez-Ariza, et al, 1992; Burgeot, et al, 1995;
Walmann, et a/, 1995) y finaimente, las plantas, ya que también pueden
manifestar dafo por agentes contaminantes con efecto genotéxico, en las que se
utilizan los meristemos de la raiz o el polen para la observacion de los MN (Grant,

et al, 1992: Ruiz, et al, 1992; Ma, et al., 1995).

& Bioindicadores.

Se conoce que en estudios de toxicologia genética se requiere de mas de una
prueba para detectar dafio en el material genético, con la finalidad de detectar o
predecir con confiabilidad los efectos genotoxicos de una sustancia (Jena y
Bhunya, 1995). Ademas de que el monitoreo de estos agentes requiere de gran
precision y conocimiento del contaminante a verificar, su evaluacién esta limitada
por la sensibilidad y especificidad del meétodo utilizado. Ante esto, los
bioindicadores ofrecen ventajas ya que un organismo vivo puede transformar un

compuesto cuaiquiera a metabolitos que podrian ser aun mas toxicos que el
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compuesto original (Miguel, ef af, 1990; Rodriguez-Ariza ef al, 1992). Es
importante mencionar que la ventaja que ofrecen los bioindicadores es que al
metabolizar sustancias quimicas mutagénicas u oncogénicas nos dan mayor
séguridad en nuestros resultados. De ahi la importancia de que se recomiende
que cualquier estudio realizado /n vifro incluya un sistema de activacion
metabolica mediante una preparacién de microsomas de higado (Miguel, ef af,

1990).

Debido a la ventaja que presenta el utilizar bioensayos para la deteccion de
genotoxicos, diversos grupos de investigadores se han dado a la tarea de buscar
organismos que puedan ser utilizados como indicadores de dano al ADN. En el
caso de la prueba de MN, un requisito principal es que aquellos organismos que
seran expuestos al posible agente genotdxico deberan reponder formando MN en
nuimero suficiente para que al realizar el analisis por conteo se observe
incremento significativo en su numero. Respecto a los eritrocitos de sangre
periférica el planteamiento es que si una especie presenta EMN espontaneos en
buen numero (6 o mas en 10,000 eritrocitos), se debe a que el sistema
reticuloendotelial no tiene un estricto control sobre éstos y por tanto, lo esperado
es que si a estos organismos se les expone a agentes micronucleogénicos, el
numero de EMN se incrementara. Este evento permite detectar agentes

micronucleogénicos mediante el estudio comparativo de los EMN de sangre



periférica de la especie a estudiar (Zaniga, et a/, 1996a, Zuniga-Gonzalez, ef al,

1998, Zuniga-Gonzalez, ef al,, 2000; Zdniga-Gonzdlez, et al, 2001).

En el laboratorio de Mutagénesis, una de las lineas es identificar y seleccionar
aquellas especies que presenten el mayor numero de MN en tejidos que sean
viables de analizar (sin causarles gran dano a los animales al obtener la muestra),
para proponerios como probables bicindicadores de dafo genotdxico (Zuhiga
1996; Zuniga, et al, 1996a; Zuniga-Gonzalez, et al, 2000; Zuniga-Gonzalez, et
al, 2001). De alrededor de 130 especies diferentes de animales muestreados, se
ha encontrado que los Ordenes que han presentado mayor numero de EMN
espontaneos, fueron el de los felinos y roedores. De 7 especies muestreadas de
roedores, la ardilla terrestre, cuyo y rata presentaron niveles muy bajos de EMN
mientras que el ratén, hamster, gerbo y ardilla gris presentaron elevado numero
de EMN (Cuadro 1). Sin embargo, los 3 primeros ya han sido estudiados como
posibles modelos (Zuniga, et al, 1996a; Zuniga-Gonzalez, ef a/, 2000; Zuniga-

Gonzalez, et a/,, 2001).

BIBLIOTECA CUCBA



Cuadro |. Orden de roedores

ESPECIE EMN/10,000 ERITROCITOS
Ratén balb-C (Mus musculus) 214 +65
Gerbo de Mongolia (Meriones unguiculatus) 94+13
Ardilla gris (Sciurus aureogaster) 9.1+56
Hamster (Mesocricetus auratus) 6.3+1.0
Rata (Rattus norvegicus) 22+0.7
Cuyo (Cavia porcellus) 0.3+28
Ardilla (Spermophilus variegatus) 05x08

e e e e e e e e e e e T DR T
Valores promedio y desviacién estandar de EMN espontaneos en sangre periférica de algunas

especies de roedores.

& Ardillas.

Clasificacion taxonémica y generalidades

El Orden de los roedores, con 29 Familias, 380 géneros y 1,687 especies, tiene
mas miembros que cualquier otro Orden de mamiferos. La ardilla es un roedor
qgue pertenece a la Familia Sciuridae (Cuadro Il) y se compone de 3 géneros e

incluye a todas las especies terrestres y arboricolas (Encarta 1998).



Cuadro Il. Clasificacion taxonémica

e
ARDILLA GRIS
ORDEN Rodentia
SUBORDEN Sciuromorpha
FAMILIA Sciuridae
GENERO Sciurus
SUBGENERO Sciurus
ESPECIE aureogaster
e =

Las ardillas grises son mamiferos de mediano tamano, de forma alargada, con
longitud total promedio de 49 cm, el dorso es de color gris con tonos café rojizos y
cola de aproximadamente 23 cm. En estado adulto el peso promedio de las
ardillas grises es de 496.5 g, aunque pueden llegar a pesar hasta 570 g. Las
patas delanteras tienen cuatro dedos que son menos largos que los de las patas
traseras, las cuales tienen cinco dedos (Gismondi 1995; Mettler 1996). Son de
habitos solitarios y sus actividades, a diferencia del ratén, las realizan durante el
dia, desplanzandose entre las ramas de los arboles donde obtienen su alimento.
Gustan de los bosques de pino, pino-encino y mesdfilo, aunque prefieren los
entornos de bosque tropical, desde los espinosos semidridos hasta los himedos
lluviosos (Encarta 1988; Gismondi 1995; Mettler 1996). Su alimento basicamente

consiste de brotes, conos, frutos carnosos de arboles, retofios de plantas, corteza



de los arboles, y otros tipos de vegetacion, pero principalmente consumen
grandes cantidades de semillas, nueces y bellotas; en algunas ocasiones, pueden
comer insectos u otros invertebrados, también huevos de aves y pequefios
vertebrados y crias de aves.

El periodo de apareamiento puede efectuarse durante todo el afo y se ve influido
por la limitacion de alimento. Después de un periodo de gestacion de 44 dias
aproximadamente, nacen un promedio de 4 a 5 crias, las cuales nacen poco
desarrolladas, ciegas y sin pelo. A los pocas dias de nacidas (alrededor de 14
dias), su cuerpo ya esta recubierto de pelo, y al cabo de 20 a 30 dias abren los
0jos. Aun asi las crias permanecen con la madre varios meses antes de alejarse;
debido a este largo periodo de crianza las hembras por lo general no tienen més
de dos partos por afio (Gismondi 1995).

Entre los depredadores naturales de las ardillas grises estan el coyote, el lince, el
gavilan y el hombre (Encarta 1998).

En general, las ardillas estan distribuidas por todo el mundo, excepto Australia.
Suelen vivir en bosques caducifolios o de coniferas, aunque es posible encontrar
especies adaptadas a vivir en habitats muy distintos y han desarrollado
estrategias que les permiten soportar temperaturas extremas en diferentes
ecosistemas (Encarta 1998). La ardilla gris se encuentra en Hispanoameérica y va
desde el sur de Tamaulipas hasta Centroameérica; y respecto a su distribucion

nacional, se localiza a lo largo de los planos costeros de Tamaulipas y hacia el



sur, hasta Tabasco y en el pacifico desde Chiapas hasta Nayarit (Mettler,1996).
En la cuenca del Valle de México existen localidades donde hay registros de
colecta de ardillas arboricoias; tal es el caso del Ajusco, el Desierto de los Leones,

la ciudad de México, Amecameca, el volcan lztaccihuatl y en la ladera norte del

volcan Popocatépetl (Encarta 1998).

Por tanto, como la ardilla gris es un mamifero que tiene amplia distribucion
geogréfica, principalmente en nuestro pais, especificamente en el caso de Sciwrus
aureogaster, y ademas con la ventaja de que no se encuentra en peligro de
extincion y lo mas importante para este estudio, es que presenta elevado nimero
de EMN espontaneos en sangre periférica (Zuniga-Gonzalez, et a/, 2000), el
objetivo principal de este trabajo fue determinar si la ardilla gris, como
bioindicador de agentes micronucieogénicos, podria utilizarse en estudios de
exposiciones subagudas a genotoxicos, mediante observacion de acumulacion de

EMN totales.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.-

En la actualidad, la existencia de agentes genotoxicos a los cuales estan
expuestos constantemente los organismos vivos (Montoya 1892), incrementa de
manera significativa el dafo ecologico (Rodriguez-Ariza, ef al, 1992). La
evaluacion del monitoreo directo de estos agentes esta limitada por la sensibilidad
y especificidad del método utilizado. Ante esto, los bioensayos ofrecen ventajas,
ya que un organismo vivo puede transformar un compuesto cualquiera a
metabolitos que podrian ser aun mas toxicos que el compuesto original

(Rodriguez-Ariza, et al, 1992).

Muchas sustancias mutagénicas u oncogénicas deben su accion a un producto
posterior a su metabolismo en el higado (Miguel, ef a/, 1990), por ello se vuelve
importante contar con nuevas alternativas sencillas y rapidas para su deteccion.
Las pruebas toxicolégicas requieren modelos /in vivo para observar la variabilidad
de respuesta en las especies expuestas a estos agentes, ya que con ellos se
cuenta con la posiblilidad de observar los efectos a corto y a largo piazo que

producen los genotéxicos en el organismo debido al dafo acumulado.



2

Con base en lo anterior y utilizando como modelo bicindicador de agentes
micronucleogénicos a la ardilla gris, se formulé la siguiente pregunta de
investigacion:

¢La administracion de tres dosis consecutivas de colchicina a la ardilla gris

(Sciurus aureogaster) produce acumulacion de EMN en sangre periférica?
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JUSTIFICACION.-

La gran cantidad de compuestos quimicos, fisicos y biolégicos a los que estamos
expuestos (Cdérdoba, ef a/, 2000) obliga a la busqueda de nuevas alternativas o
modelos que nos indiquen el papel que juegan en el medio ambiente y su
interaccion con los seres vivos. Actualmente existen diversas pruebas para
determinar los efectos adversos que pudieran ocasionar. Sin embargo, debido a
que en toxicologia genética se requiere de mas de una prueba para determinar el
potencial genotéxico de un compuesto (Jena y Bhunya, 1995), poder contar con
diversas opciones es vital. La prueba de MN no deja lugar a duda del dafo
producido (Zuniga 1996; Zudiga, ef al, 1996b; Zuniga-Gonzalez, ef al, 2000;
Zuniga-Gonzalez, et al, 2001), por tal razén, se evalud a la ardilla gris (Sciurus
aureogaster), como modelo /n vivo para detectar dafio acumulado, con la finalidad
de proponerla para estudios toxicologicos en exposicion subaguda al observar

acumulacion de EMN en su sangre periférica.



HIPOTESIS.-

Los eritrocitos micronucleados en sangre periférica de la ardilla gris (Sciurus

aureogaster) se acumulan al administrar dosis consecutivas de colchicina.
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OBJETIVOS.-

General

Evaluar la acumulacion de eritrocitos micronucleados en sangre periférica de la

ardilla gris (Sciurus aureogaster) al administrarle tres dosis consecutivas de

colchicina.

Especificos

1. Inducir incremento de eritrocitos policromaticos y normocromaticos
micronucleados en sangre periférica de la ardilla gris.

2. Determinar la proporcion de eritrocitos policromaticos y normocromaticos en

sangre periférica de la ardilla gris.



MATERIAL Y METODO.-

& Tipo de estudio.

Experimental, prospectivo, longitudinal, comparativo.

& Seleccién de animales.

Se utilizaron 8 ardillas grises de la especie Sciurus aureogaster, sanas, de sexo
indistinto, adquiridas a un proveedor ambulante. Al ingresar al laboratorio, los
animales fueron identificados con un numero progresivo y se registro el sexo y
peso de cada uno de ellos. Cada par de ardillas se mantuvo en jaulas de acero
inoxidable (54x30x36 cm) y tuvieron acceso a agua y alimento ad /ibifum, que
consistio en dieta a base de manzana, naranja, uvas, mango, ciruelas, nueces,

semillas de girasol, de calabaza y de maiz.

¢ Grupo de trabajo y acumulacion de eritrocitos micronucleados.

Se formd un grupo con 8 animales, de los cuales la mitad fueron individuos
jovenes y el resto adultos. Estos animales recibieron una inyeccién subcutanea de
colchicina de 0.086 mg/kg en 200 ul de agua inyectable, cada 24 h por tres dias y
se tomaron muestras de sangre a las 0, 24, 48, 72, 96 y 120 h, en las que se
cuantifico el nimero de EMN en 10,000 ET de cada muestra, con la finalidad de

observar la acumulacion de EMN en el tiempo, lo cual permitié determinar si el
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modelo podria utilizarse en estudios de exposiciones subagudas a genotoxicos. El
interés de obtener la proporcion de EPC se hizo con la finalidad de determinar si la
médula 6sea no se deprimia con el medicamento. Como observacion, la dosis
empleada se determind de acuerdo a un estudio previo (Zufiga-Gonzalez, ef a/.,

1998).

Todos los individuos se mantuvieron en el laboratorio por 9 dias previos al
experimento para su observacion y adaptacion. Dado que se desconocia con
exactitud la procedencia y las probables exposiciones a genotdxicos a los que
pudieron estar expuestos, el tiempo de adaptacion da la oportunidad al sistema
reticuloendotelial de que elimine de la circulacion los EMN que se hayan
producido, ya que se conoce que en condiciones normales del organismo los
eritrocitos danados seran destruidos y eliminados (Hillman y Finch, 1987; Zuniga-

Gonzélez, et al, 1998).

& Toma de muestras.

Se tomod una muestra de sangre periférica via vena femoral con aguja de calibre
22x32 mm, de la cual sélo se necesitd una gota del tejido para realizar dos
extendidos de sangre de cada animal sobre portaobjetos, los cuales se secaron a
temperatura ambiente y se fijaron en etanol al 80% por 10 minutos y se tifieron

con naranja de acridina (Hayashi, ef a/, 1983).



27

& Analisis de muestras.
Las muestras se observaron al microscopio de fluorescencia con el objetivo 100X ,
contando los EMN en 10,000 ET. Se considerd también el nimero de EPC en

1,000 ET y con estos valores se obtuvo el cociente de EPC y ENC para cada

ardilla.

@ Criterios de inclusion.
Ardillas grises de la especie Sciurus aureogaster de edad variable, sexo indistinto
y aparentemente sanas (que en el tiempo de estudio no presentaran alteraciones

de conducta o falta de apetito), mantenidas en condiciones de laboratorio.

Criterios de exclusion.

Fallas técnicas que imposibilitaran el conteo de las células en las laminillas y

mortalidad de los animales antes y durante el estudio.

@ Definicion de variables.
Variable independiente: Administracion de colchicina via subcutanea.

Variable dependiente: Numero de EMN en sangre periférica.
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Consideraciones éticas.
Los animales fueron tratados de acuerdo con los requerimientos institucionales y
gubernamentales de México e instituciones de salud de los Estados Unidos de
Norte Ameérica (Ley de Proteccion a los Animales 1981; Boletin AMCE 1996;

SEMARNAP, 1997-2000).

& Analisis estadistico.
Los resultados fueron analizados mediante el programa Excel Office 2000 con

prueba T de Student para muestras dependientes.



DIAGRAMA DE FLUJO.-

8 ardillas (Sciurus aureogaster)

l
Marcaje y pesaje
l
Adaptacion al laboratorio
l
Formacion del grupo
!

Acumulacion de EMN

!

Alimentacion y
alojamiento

Administracion de colchicina:
0.086 mg/kg x 3 dias

l

Toma de muestras:
Cada 24 h x 5 dias

l

Fijacion: Etanol 80%/10 min.

I

Tincién: Naranja de acridina

!

Conteo de EMN
Microscopio de fluorescencia/objetivo 100X

!

Analisis de resultados
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RESULTADOS.-

La diferencia entre el promedio de los valores basales de los 8 animales, cuatro
jovenes (animales con menos peso corporal) y cuatro adultos (animales mas
pesados) y la diferencia encontrada después de la administracion de 0.086 mg/kg
de colchicina por tres dias consecutivos, se presenta en el Cuadro lll. Cuando se
compararon los datos de los 8 animales, el incremento de EMN fue significativo a

las 48 (p<0.03), 72 (p<0.001), 96 (p<0.002) y 120 (p<0.001) h.

Cuando los animales fueron divididos por su peso (jovenes y adultos), las
diferencias fueron observadas a las 72 (p<0.01), 96 (p<0.02) y 120 {(p<0.004) h en
el caso de las ardillas jovenes y a las 72 (p<0.03) y 96 (p<0.01) h en el caso de las

ardillas adultas. La proporcion de EPC no se alterd.

Cuando se analizaron por separado los valores de EPC entre ardillas adultas y

jovenes se aprecié que estas ultimas presentan mayor nimero de EPC (25.6+13.2)

que las adultas (12.0£7.3).
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Cuadro l1l. Diferencias en el nimero de EMN/10,000 ET por la Administracién de

colchicina durante 3 dias.

e
HORAS
n 0h 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
!
Jovenes | 142+27 14.0¢53 16542 21.7+51 220:54 19.0+2.4
4 NS NS p<001 P<002 p<0.004
Aduitos 12412  30%24 22417 52+32 47+17 3526
4 NS NS p<0.03 p<0.01 NS
Jévenes + Adultos  7.7¢7.2  85+7.0 9.3+81 135+06 13.3+9.6 112486
8 NS p<0.03 p<0.001 p<0.002 p<0.001

Los datos se expresan como media + desviacion estandar
n: tamano de la muestra

NS: no significativo
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DISCUSION.-

En este estudio con 8 ardillas (cuatro jovenes y cuatro adultas), a las cuales se les
administraron tres dosis acumulativas de colchicina, se encontraron diferencias
significativas de EMN a las 72, 96 y 120 h en los animales jovenes (ardillas con
menos peso corporal), mientras que en los viejos (ardillas con mas peso corporal)
las diferencias sélo se apreciaron a las 72 y 96 h. Sin embargo, cuando los datos
de los 8 animales se juntaron y fueron comparados, el incremento de los EMN fue
significativo desde las 48 h y hasta finalizar el estudio (Cuadro Ill). De esto es
importante senalar que las ardillas con mayor peso corporal o viejas mostraron
valores significativamente altos de EMN solo hasta las 96 h, mientras que en las
menos pesadas o jovenes se prolongan estas diferencias hasta las 120 h. Este
hallazgo concuerda con lo planteado, ya que siendo el sistema reticuloendotelial de
los adultos mas eficiente, retira los EMN de la circulacion mas rapido, asi que a las
120 h ya fueron removidos gran parte de las celulas danadas, por lo tanto, la
diferencia ya no puede ser significativa. Los animales jévenes, como tienen menos
control sobre los EMN, permiten que éstos sean visualizados por mas tiempo. Otro
punto importante de senalar es respecto a las diferencias observadas cuando los
animales son analizados todos juntos, ya que la significancia en la diferencia se
manifiesta mas temprano, con lo que queda claro que la ardilla gris

(independientemente de las diferencias encontradas en el presente debido al peso)
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funciona como bicindicador de genotoxicos micronucleogénicos. Los valores de
EPC/1,000 ET no cambiaron en los diferentes tiempos, pero se pudo observar que
en los animales jovenes fueron mas altos (25.6+13.2) comparado con los viejos
(12.0+£7.3). Es importante recordar que los EPC son los eritrocitos jovenes o
inmaduros, los cuales permanecen en circulacion las primeras 24 a 48 h, por lo que
son un parametro para deterninar si la médula ¢sea esta funcionando
correctamente. Si se observara disminucion de estas estructuras, el significado es
mitodepresién, debido probablemente a que la dosis del medicamento resultd

citotoxica y esto a su vez influye en la produccion de EMN.

El hallazgo de las diferencias de EPC entre animales jovenes y viejos concuerda
con lo descrito en otros trabajos (Zahiga, ef al, 1996a; Zuniga-Gonzalez, ef al,
1998). En el caso de la ardilla gris (Sciurus aureogaster), cuando su sistema
reticuloendotelial ya se encuentre en estado maduro comienzaria a retirar de la
circulacion la mayoria de los EMN espontaneos, entre otras anormalidades,
disminuyendo con esto la probabilidad de que éstos pudieran ser observados en
un frotis de sangre periférica (Zuniga-Gonzalez. ef a/, 2000). Estos resultados
sugieren que la disminucion de EMN y EPC en la ardilla gris si esta relacionada
con la edad, asi como sucede también en otras especies (Schalm, et al, 1964;
Mitruka, ef a/, 1981; Zaniga, ef al, 1996a; Zuniga, ef 2/, 1996b; Zuniga-Gonzalez,

et al, 2000), en donde el sistema reticuloendoteliai madura conforme los



individuos crecen y se desarrollan. Por lo tanto, al volverse este sistema mas
eficiente, es que puede retirar de la circulacion con mayor rapidez los EMN y otras
anormalidades. Sin embargo, en este estudio se observd que los animales viejos
también incrementan significativamente los valores de EMN en sangre periférica.

Con base en estos resultados, es conveniente para estudios futuros tener grupos
de animales mas homogéneos respecto a su edad, lo que dara menos dispersion
en la desviacion estandar y asi, obtener el aumento significativo en una prueba.
Finaimente, dado a que en este trabajo no fue posible tener las edades de las
ardillas, la recomendacién que sugerimos es que las ardillas que sean empleadas

para futuros experimentos, tengan pesos corporales similares (entre 125 y 264 g).



CONCLUSIONES.-

1. La administracion consecutiva de colchicina por tres dias permitié concluir que
la respuesta a micronucleogénicos en esta especie puede diferir debido al
estado de madurez del sistema reticuloendotelial de cada individuo, el cual
esta relacionado a su vez con el crecimiento y desarrollo de las ardillas.

2. Tanto las ardillas jovenes como las viejas respondieron al agente
micronucleogénico, produciendo incremento estadisticamente significativo de
EMN en las diferentes horas de estudio, por lo tanto, este organismo puede ser
utilizado en estudios para exposiciones subagudas, al observar acumulacion
de EMN.

3. La proporcion de los valores de EPC en 1,000 ET no disminuyé en las
diferentes horas de estudio, lo que indica que el medicamento no resuito
citotdxico a esta dosis. Sin embargo, se pudo apreciar gue en los animales
jovenes fueron mas altos (25.6 = 13.2) comparado con los viejos (12.0 = 7.3).

4. Con los datos obtenidos en este estudio se corrobora que el nimero de EMN
de la ardilla gris (Sciurus aureogaster), asi como en otras especies, disminuye
por la edad.

5. Es conveniente que para estudios futuros se trabaje con ardillas de pesos

similares para obtener valores mas homogéneos de EMN.
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