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1 INTRODUCCION

CONTAMINACION AMBIENTAL

Hasta hace algunos aflos se tenia el concepto de que la
contaminacién era una molestia que habfa que tolerar, una consecuencia
inevitable de la vida urbana e, incluso, un simbolo de prosperidad. Con el
desarrollo de la tecnologia y de la investigacién, se ha demostrado que los
efectos de la contaminacién no son simples molestias sino que influyen

notablemenete en la salud humana, (Chediack y Albert, 1990).

La industria quimica ha prosperado enormemente, estimdndose
que entre 60,000 y 100,000 productos se utilizan diariamente y de éstos,
cerca de 7,000 son producidos en grandes cantidades. Muchas de estas
sustancias tienen poco o ningun efecto adverso sobre el ambiente, pero
algunas otras pueden daifiar la salud humana y el medio natural; usualmente
estos efectos aparecen después de un uso prolongado, { Moutschen, 1985;
Conneli, 1987; Menzer, 1987; Fernandez, 1289; Parodi et a/, 1990 ).

La distribucién de los quimicos en el ambiente comprende
procesos muy complejos, los cuales se gobiernan por las propiedades
fisicoquimicas de éstos y del ambiente mismo. Como un primer paso para
comprender dichos procesos, el medio se ha separado en fases o

compartimentos, siendo basicamente aire, suglo y agua. (Connell, 1387).

La contaminacién del aire tiene una larga historia, que ya habla

del uso de los combustibles f6siles como su causa. Elinvento de la maquina



de vapor marcé el inicio de la revolucion industrial, llenando a Europa vy
América de fabricas que arrojaban al medio grandes cantidades de humo:
existen actualmente muchos centros urbanos e industriales que tienen
problemas importantes de contaminacion atmosférica, entre ellos se

encuentran algunas ciudades como la Ciudad de México.

Para poder controlar, reducir y, de ser posible, eliminar del aire
los principales contaminantes, es necesario conocer cudles son sus
principales fuentes de produccién, los mecanismos naturales de proteccién
dela atmésfefa, las condiciones climatolégicas y geogréaficas que aumentan
o disminuyen e! riesgo, asi como la interaccion de los diversos componantes
de fa atmésfera (Molina, 1990).

Respecto a la contaminacién de suelos, se ha visto que los
deseches industriales ademéas de los insecticidas del tipo del DDT y
compuestos similares cuando son vertidos en suelos que originalmente son
fértiles, se acumulan en [a tierra provocando que las propiedades
fisicoquimicas y biolégicas se vean alteradas disminuyendo con esto la
productividad del suelo, {Turk, 1973).

En cuanto a la contaminacién del agua, éste es un problema de
naturaleza acumuiativa (Cubillas, 1987). Las vias principales para que ocurra
esta contaminacion son los desechos industriales, agricolas y los generados
de otras actividades cotidianas del hombre. Muchos de estos desechos se
consideran contaminantes que contienen mutidgenos y carcindgenos
conocidos o que se sespecha que lo son, mismos que pueden acumularse en
el sedimento y, como consecuencia, pueden afectar el buen desarrollo de la

vida acudtica ademas de ser un peligro potencial para la salud humana. La



presencia de estas sustancias puede tener repercusiones en las especies
acuéticas, e incluso en las cadenas alimenticias llegando a afectar o
modificar a las poblaciones (Zakour, et a/, 1984; Connell, 18987; Meier,
1988; Fernandez, et a/ 1989).

METODOS PARA ESTUDIAR 1 DS EFECTOS DE LA CONTARMIMACION

El efecto de los contaminantes se puede observar a nivel
histolégico, celular, subcelular o molecular, siendo modificado por un gran
namero de factores incluyendo el estado fisiolégico del organismo en estudio.

P

En la actualidad es posible evaluar el dafio cromos6mico
producido por un agente quimico, para lo cual se han establecido técnicas
mediante las que pueden detectarse alteraciones en la morfologia y/o nimero

de cromosomas.

La mayoria de estas técnicas involucran el andlisis de las células
en diferentes etapas del ciclo celular; en la etapa de metafase se pueden
reconocer dos tipos de aherracion dependiendo de siuna 0 ambas croméﬁdas
fvan sido dafadas, aberracién cromatidica y aberracién cromosémica,
respectivamente. Cabe mencionar que el tipo de lesién va a depender del
momento en que sea administrado el mutdgeno: serd cromatidica cuando la
célula ha sido tratada en G2, y es una aberracién cromosdmica cuando la
célula es tratada durante G'1 y una combinacién de ambos cuando el agente
es aplicado durante el periddo de sintesis {Wolff, 1977; Natarajan y Obe,
1982).

Las pruebas de aberraciones cromosémicas ofrecen un método



sensible para determinar si realmente un agente ambiental puede o no afectar
al material genético, (Wolff, 1977)

En anafase se observan entre otras, aberraciénes tales como
rompimienios cromosémicos y puentes, que pueden involucrar una o mas
cromatidas; ademas de observarse polarizacion muiltiple, (Natarajan y Obe,
1982).

Durante la interfase pueden ocurrir fragmentos o bien, quedar
cromosomas completos que se retrasan durante la anafase y no quedan
incluidos dentro del nicleo principal , y en la siguiente interfase éstos se
condensan y forman un pequeiio nuicleo al cual se le denomina microndcleo,
{Natarajan y Obe, 1982).

Se ha observado que la mayoria de los rompimientos
cromosémicos son reparados y entonces pasan inadvertidos al usar estos
métodos clésicos de estudio para medir el dafio cromosémico causado por
agentes mutigenicos. Sin embargo, owa prueba citogenética es la que
permite visualizar Intercambios de Crométidas Hermanas (ICH); un ICH puede
definirse como un intercambio ‘simétrico de cromatidas de un mismo
cromosoma, siendo visibles en cromosomas metafasicos, (Kligerman y

Bloom, 1376 Carrano, 1978; Perry v Bvans, 1975; Natarajan y Obe, 1982)

ios ICH fueron descritos inicialimente por Taylor vy
coleboradores en 1957 utilizando métodos autorradiograficos; sin embargo
al ver que esta técnica resultaba costosa y dificil se buscaron nuevas

opciones, desarrolldndose la técnica FPG (Fluorescent Plus Giemsa)

propuesta por Wolff y Perry, (1974) en la que las células son expuestas



durante dos ciclos de replicacion a un andlogo de la timina, el 5-Bromo
uracilo, mismo que a su vez forma parte de la 5-Bromodesoxiuridina (5-
BrdU}. Los cromosomas que se observan posteriormente en metafases de
segundo ciclo (M2) contienen una cromatida con una cadena bromosustutida
y la otra con ambas cadenas sustituidas por el analogo, de tal manera que
al ser teflidas con un colorante fluorescente seguido de una tincién con
Giemsa, presentaran una coloracién diferencial en sus crométidas, siendo

una mas clara que la otra, (Stetka y Carrano,1977).

5 frdy

— .
Incorporacién de

5 Bromodesoxiuridina

{Primer ciclo replicativo)

Cromaétidas bromosustituldas

en ambas cadenas de ADN

(Segundo ciclo replicativo,M2}

La diferencia entre las dos pruebas citogenéticas (aberraciones
cromosomicas e ICH), radica en que son el resultado de diferentes lesiones,
asto es, un ICH es el producto de una reparacibn del Acido
Desoxirribonucleico (ADN) después de haber sido dafiado por un agente poco
antes de la replicacién , mientras que las aberraciones cromosdmicas son el
resultado del dafio provocado al ADN antes, después o durante el periédo de
sintesis {Gebhart, 1981; Wolff, 1978).



Cabe sefialar que los ICH vy las aberraciones cromosémicas son
dos fenémenos citogenéticos muy diferentes como respuesta a la accién
mutagénica, por lo que sustituir la técnica clasica de aberraciones
cromosoOmicas por la de ICH no es justificable , sino que se deben usar como

técnicas complementarias (Gebhart, 1981; Natarajan y Obe, 1982).

Algunos trabajos para determinar dafio cromosdmico se han
hecho mediante el cuitivo de linfocitos, sin embargo el andlisis in vivo nos

puede ofrecer muchas ventajas en comparacién con el anterior.

Los trabajos in vitro pueden ser mas sencillos y rapidos, perono
contemplan severos problemas potenciales, ya que las células se desarrollan
en medios que contienen sustancias que pueden influir en la respuesta de
éstas y cabe la posibilidad de que el agente que se estd estudiando requiera
de una activacidn o inactivacidn para producir una respuesta determinada en
el organismo (Stetka y Wolff, 1976a), por lo que los datos obtenidos pueden

no sar totalmente representativos de! dafio que causa ese agente.

Los estudics inm vwivo, permiten examinar células que
normalmente son quiescentes {como las de higado) ademéas de aquéllas
precursoras de las germinales. Se pueden axaminar las variadas rutas que
sigua el 1éxico; los mutdgenos pueden activarse o inactivarse de acuerdo al
metabolismo propio delorganismo vy se puede establecer qué metabolitos son

los causantes del dafio (Stetka y Wolff, 1976b; Schneider, 1982).

Sin embargo no deben dejarse de lado los estudios in vitro, ya
que son importantes para trabajar con especies que se encuentran en peligro

de extincidon sin necesidad de sacrificar a los organismos y poner en riesgo



su permanencia en la biosfera.

BIOMONITORES AMBIENTALES

Se ha definido bicacumulaciéon como la capacidad que tiene un
organismo para concentrar en sus tejidos un elemento o compuesto
proveniente del alimento y/o agua a un nivel mas alto que aquél de su
ambiente (Reilly, 1980). Los organismos que poseen esta caracteristica han
sido denominados como biomonitores ambientales y son empleados para
medir las concentraciones de sustancias toxicas en el ambiente a nivel local,

regional e incluso nacional (Cubillas, 1987).

Ef uso de organismos como biomonitores ambientales tiene
grandes ventajas pues:

a) Proveen un aviso para descubrir e identificar los elementos téxicos en
estados tempranos de contaminacién.

b) Permiten identificar dreas de impacto y de acumulacion, posibilitando
la medida del dafio ambiental y las rutas por las gque llega el
contaminante.

c) Permiten definir las vias de exposicién al hombre (Agua, Aire o Suelo)

d}) Proporcionanun medio de monitoreo continuo en el tiempo, integrando
a la exposicidn bioldgica muchos otros factores en el ambiente.

e) Ayudan a que se evalué la efectividad de las medidas de control.

En resumen, las plantas y animales pueden servir como monitores
biolégicos para evaluar los cambios en los niveles de contaminacién
ambiental y como puntos de referencia determinan directa o indirectamente

el efecto de los contaminantes en humanos (Jenkins, 1981).



ESTUDIOS REALIZADOS CON ORGANISMOS ACUATICOS

Muchos estudios para determinar el dafio que los contaminantes
pueden producir en la vida acuatica emplean bioensayos utilizando
vertebrados como ranas y/o sus huevecillos, invertebrados acuéaticos y

algunas algas de importancia dentro del ecosistema.

Para determinar la toxicidad de sustancias que se encuentran
presentes en el agua debido a la actividad antropogénica, se han realizado
estudios con crustdceos principalmente con Daphnia, extrapolando los
resultados hacia otros organismos acuéticos como los peces. Dentro de estos
estudios se han evaluado metales pesados, insecticidas, detergentes,
desechos de nylon, cambios en la temperatura y el afecto que pueden

producir las aguas duras sobre los organismos, {(Katz,1971).

Otros organismos como los moluscos han sido empleados para
realizar bioensayos de calidad del agua, ya que son extremadamente
sensibles en la evaluacion de metales pesados y/o desechos industriales
(Katz, 1971).

Algunos autores como Strawbridge y Patrick (1963), han
sugerido el uso de algas como indicadores de contaminacién por detergentes,

insecticidas v fungicidas.

El uso de peces para establecer ios efectos daflinos de aguas
contaminadas no es nuevo, pues se dice que ya desde hace unos 100 afios
estos organismos fueron empleados para hacer evaluaciones de algunas

soluciones de acidos, sales y otras sustancias presentes en los afluentes;



estos y muchos otros estudios han puesto en evidencia que estas especies
son sensibles y presentan una tolerancia tal que permite una gran variedad
de observaciones (Katz, 1971; Jenkins, 1981} ya que se ha visto que los
peces poseen la "maguinaria” metabdlica necesaria para la
biotransformacion de sustancias xenobidticas, siendo estos mecanismos

similares a los encontrados en mamiferos (Bagnasco et a/, 1991).

LOS METALES COMO AGENTES TOXICOS

Los metales que han sido considerados toxicos son elementos
gue pueden no tener una funcién benéfica esencial pero si una posibilidad de
efecto catastrdfico sobre las funciones metabdlicas normales, adn en

pequefias cantidades (Reilly, 1980).

Los metales constituyen un gran riesgo para los organismos
incluyendo al ser humano, debido a su amplia producci6n, uso, persistencia
en al ambiente y su cardcter acumulativo en piantas y animales. Ejemplo de
éstos son plomo, cadmio, mercurio, niquel y arsénico, que pueden {legar a
tos organismos a través del agua, aire, ingestion de alimentos contaminados
y drogas, {Jenkins, 1981; Connell, 1987} produciendo una serie de efectos
& intoxicaciones cronicas que pueden ocasionar algunas muertes, o cuando
las roncentraciones sobrepasan los limites méaximos permisibles para su

consumao.

El modo de accidn de los metales a nivel célular es muy variado,
muchos actiian a nivel de mermbrana, cambiando la permeabilidad de {a céluia
o mitocondria provocando disturbios dentro del metabolismo energético.

A nivel molacular, los metales interactian con proteinas, provocando su



desnaturalizacién, precipitacién o efecios sobre su biosintesis,(Sharma y
Talukder, 1984).

Los efectos citotoxicos de los metales tienden a recibir una
mayor atencién ya que algunos se han identificado como carcindgenos y
teratégenos. Se ha observado que muchos actian produciendo efectos
sobre la divisidn celular presentdndose como mitogénicos o mas
frecuentemente como mitostaticos; algunas veces dafian a las fibras del huso
acromatico provocando una separaciéon no balanceada de los cromosomas al

momento de la citocinesis (Sharima y Talukder, 1984).

ARSENICO

El arsénico {(As) es un elemento quimico considerado como
metaloide que tiene la particularidad de presentar diferentes numeros de
oxidacién (-3, O, +3, +5) y se encuentra presente en pequednas cantidades

en toda la corteza terrestre en un promedio de 2 ppm, (Diez, 1987).

En algunos casos, el arsénico debe su presencia a la actividad
humana, debido al uso de medicamentos (principalmente veterinarios),
plaguicidas, preservadores de madera, fabricacidn de pinturas, acido
sulfarico, vidrio. cerdmica, etc. (Dickerson, 1980; Castro, 1982; Moutschen,

1985; Galvao y Corey, 1987; lenzer, 1987, Harper y Miranda, 1990).

i_as principales vias de exposicidn al elemento, en humanos, son
la respiratoria, la oral y la cutédnea. Segin sea su valencia o sus
combinaciones presentard mayor 0 menor riesgo para la salud humana; el

arsénico que se encuentra en la naturaleza es en gran parte pentavalente y
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relativamente poco téxico. E! arsénico de tipo industrial ocurre
preferentemente bajo la forma trivalente, que es mucho mas téxica para el
organismo. La combinacion del arsénico con otros compuestos quimicos
altera su toxicidad en funcién de ia liposolubilidad del compuesto y de la

valencia del arsénico en &, (Castro, 1982; Galvac y Corey, 1987).

Un factor critico en el proceso de absorcién del As es la
liposolubilidad ya que entre mas liposoluble sea un compuesto penetrard mas
facilmente las membranas bioldgicas, tal es el caso de muchos arsenicales
de tipo orgénico (Casirc, 1982). Los arsenicales inorginicos en cambio,
penetran coft mayor dificultad, sin embargo lo pueden hacer por inhalacién

0 ingestion.

Una vez que el arsénico se absorbe, su modo de distribucion
dependeré del compuesto, de la especie en que se hace la observacién y del

tiempo de a@xposicion al elemento.

En cuanto a la excrecidn, el arsénico y sus compuestos difieren
pastante entre sfen las velocidades y en las vias para excretarse, usualmente
los compuestos orgénicos se excretan por la orina sin transformarse, en
cambio, ¢l arsénico inorganico se metila in vivo antes de la excrecién (Castro,
1982; Yamanaka et al, 1991)

Porotro lado , en cuanto alas interacciones del arsénico con los
componentas celulares se ha visto que las méas importantes son las que
tienen lugar con los grupos sulfhidrilos de proteinas y cofactores {Castro,
1982).

il



EFECTOS SOBRE LA SALUD

Los efectos adversos del arsénico sobre la salud son muy
variados y van desde lesiones de la piel hasta cuadros clinicos graves de los

sistemas gastrointestinal, circulatorio periférico y nervioso.

La intoxicacidn aguda presenta dos tipos de manifestaciones
diferentes : gastrointestinales {vomitos, diarreas y dolores abdominales) y
nerviosas {cefalea, crisis convulsivas y pérdida del conocimiento). La dosis
fetal de arsénico, especialmente in6rganico, es baja {DL50 oral para ratas de
8 a 48 mg/kg) y puede ocurrir muerte dentro de las 48 horas siguientes a la
ingestion, (Tsuchiya ef a/, 1977, Stokinger, 1981; Castro, 1282; Diez, 1987;
Galvao y Corey, 1987).

Las manifestaciones crénicas son més frecuentes vy se observan
en paoblaciones ocupacional y no ocupacionalmente expuestas al arsénico.
Estas manifestaciones se dan en varios 6rganos, como son: piel, mucosas,
sistema nervioso {neuritis periféricaj, alteraciones hematélogicas {anemia
moderada y leucopenia), alteraciones hepaéticas (cirrosis, cdncer primario y
hepatobiliar) y preblemas cardiovasculares {Castro,1982;Diaz-Barriga et
2/,1980).

En cuanto a los efectos carcinogénicos, se ha visto que el
céncer de piel s presenta en la poblacion general que ingiere habitualmente
agua contaminada con arsénico; el periodo de latencia puede ser hasta de 24
zfos. La ingasiidn de arsénico en preparaciones medicinales (solucién de
Fowler) se asocia con dermopatologia : hipergueratosis, hiperpigmentacion

v céncer de piel (Vega,1985).

12



Algunas alteraciones teratogénicas, como anencefalia, agenesia
renal y otras malformaciones, han sido demostradas en estudios
experimentales con roedores y pollos principalmente y, aunque no han sido
comprobadas en el hombre, es probable que esto suceda, ya que el arsénico
puede traspasar la barrera placentaria {(Castro, 1982; Diez, 1987; Galvao,
1987). A este respecto Tsuchiya (1977) reconoce este efecto solo en

animales y no asegura que lo haya en humanos.

El arsénico ha demostrado ademaés, ser mutagénico en estudios

epidemiolégicos en humanos y en estudios experimentales.

Las evidencias acerca de la accién mutagénica de compuestos
arsenicales incluyen aberraciones cromosémicas y de huso acromatico
{Sharma y Talukder, 1987).

También se han observados niveles elevados de ICH, y accion
antimitética y se han comprobado estas alteraciones experimentaimente in

vitro (Tsuchiya et af, 1977; Stokinger, 1981; Castro, 1982).

Un ejemplo claro de contaminacidon acudética por arsénico se
puede observar en nuestro pais, en La Comarca Lagunera, en donde en el
agua se estima un promedio de 0.075 mg por litro. Su presencia es atribuida
a sobreexplotacién del acuifero, actividades mineras de la region, aplicacion
de plaguicidas de tipo arsenical y la presencia natural del elemento en la
corteza terrestre, (Cubillas, 1987).

Es importante reconocer que no solo la poblacién humana de

esta region estd expuesta al metal, sino también plantas y animales del lugar

13



y muy especialmente, las especies de vida acuética; entre estas Gltimas, las
Tilapias del género Oreochromys mismas que abundan y son consumidas por
los pobladores del lugar, por o que, debido a su caracter bioacumulativo

pudieran ser una fuente mas de consumo de As para el hombre.

En virtud de que estos peces son de importancia econdmica
ademas de ser un ejemplo en nuestro pais, de exposicidn directa a un
sinndimero de contaminantes presentes en la Comarca Lagunera, entre ellos
el arsénico, y de que son escasos los estudios acerca de los efectos
genotoxicos que pudiera causarles el As de su habitat, se planteé el siguiente
trabajo, cuyo objetivo fue determinar la frecuencia de aberraciones
cromosdmicas e ICH en tilapias, aplicando 3 diferentes concentracionesy 3

diferentes tiempos de exposicién a una sal de arsenico (arseniato de sodio).

La hipdtesis que se planted fue la siguiente :
Ya que los estudios realizados con mamiferos al ser expuestos al arsénico,
han demostrado que la frecuencia de aberraciones cromos6micas e ICH se
ve incrementada, se espera que al someter peces a diferentes
concentraciones y diferentes tiempos de exposicién a una sal de arsénico
la respuesta sea similar, viéndose aumentada proporcionalmente a las

concentraciones y tiempos de exposicion la frecuencia de ésas anormilades.

14



I MATERIAL Y METODO

Se trabaj6é con peces de la especie Oreochromys aurea
obtenidos en la granja piscicola "Eusebio Jauregui”, en Cuautla, Morelos; se
mantuvieron en los estanques de la UAM-lztapalapa y conforme se
requirieron para el trabajo se llevaron al laboratorio, donde se colocaron en
peceras de 40 | a una temperatura aproximada de 23°C y con aireacién

continua para su aclimatacién (aproximadamente dos semanas).

Para el estudio de aberraciones cromosdmicas, se elabord el
cariotipo de estos organismos, para lo cual se utiliz6 la técnica propuesta en
1975 por Kligerman et a/, para Umbra limi, a la cual se tuvo que hacer
algunas modificaciones hasia obtener figuras mitSticas de buena calidad en
los organismos de estudio, probando diferentes tejidos del animal para
detarminar en cudl de ellos se obtenia la mayor cantidad de células en mitosis

asf como la mejor calidad de las mismas .

Se inyectaron 10 organismos (5 hembras y 5 machos)
intraperitonealmente {i.p) con colchicina a una concentracién del 0.025%,
probando 0.1 ml, 0.5 mi y 1 mi por gramd de peso corporal y, variando el
tiempo de exposicién desde 30 minutos hasta 4 horas; esto con la finalidad

de establecer la concentracion y tiempo 6ptimos.

Posteriormente los peces fueron sacrificados por decapitacién
y se obtuvieron el higado, los arcos branquiales y el intestino, que fueron
macerados por separado en una solucién hipoténica de cloruro de potasio
{KCl) al 0.4 % y fijados 30 minutos después en una mezcla de metanol y

&cido acético en proporciénde 3 a 1. Las preparaciones se realizaron por el

15



método de secado a ia flama y se tifieron con Giemsa al 5 % en buffer de
Sorensen pH 6.8. Se revisaron 10 preparaciones y se eligieron 5 mitosis de
buena calidad, las cuales se fotografiaron y con ellas se elabor6 el cariotipo
de la especie para constrastarlo con el reportado por Kornfield (1979) y

asegurar que se trataba de la especie de referencia.

Con e! préposito de establecer si el arseniato de sodio produce
algan tipo de aberracién cromsémica en las células del epitelio branquial de

las tilapias se planteé el siguiente diseifio experimental:

Primero, para determinar si la concentracion a la que estan
expuestos los peces es un factor determinante en el tipo o la frecuencia de
aberraciones cromosémicas se manejaron 3 concentraciones, las cuales
fueron elegidas con base en los limites permisibles reportados para la vida
acudtica : 0.05 mg/l en EEUA y 0.1 mg/i en Inglaterra {Castro 1982),
ademads de la concentracidén promedio reportada para la Comarca Lagunera
por Cubillas (1987) que es de 0.075 mg/l.

Segundo, para poder evaluar si el tiempo de exposicién al
arsénico puede alterar significativamente los pardmetros antes mencionados;
los peces fueron expuestos durante 4, 7 y 11 dias a una concentracién de
0.075 mg/l; e! tiempo de exposicién se eligié con base en los estudios
realizados por Alink et a/, (1980).
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TIEMPO 4 DIAS 7 DIAS 11 DIAS
CONC.
0.00 mg/l X X X
0.050 mg/t X
0.075 mg/l X X X
0.100 mg/l X

Tiempos y concentracionas empleados en fos diferentes lotes experimeantales.

La técnica empleada para aberraciones cromosdmicas fue la
propuesta anteriormente (Kligerman et a/, 1975), que con las modificaciones
hechas para adecuarla a la especie en estudio y a las condiciones de

laboratorio consisitié en los siguientes puntos :

Una vez que los organismos de cada lote cumplieron el tiempo
de exposicion al toxico y, dos horas antes del sacrificio se les inyecté i.p.
colchicina a una concentracién de 0.025 % a razon de 0.1 ml por gramo de
peso corporal. Se decapitaron y se extrajeron los arcos branquiales; el
epitelio branquial se macerd en solucién hipotdnica de cloruro de potasio
(KCH) al 0.4 % y se incubd a temperatura ambiente durante 20 minutos;
posteriormente se centrifugé a 1500 r.p.m., se elimind el sobrenadante , se
agregd fijador (metanoi-dcido acético en proporcién 3:1) y, se mantuvo a
4°C por lo menos durante 12 horas. El material obtenido se lavé varias veces

con fijador hasta que se obtuvo un sobrenadante clarc.
Las preparaciones se realizaron por el método de secado a la
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flama y se tifleron con Giemsa al 5 % en buffer de Sérensen pH 6.8; se
observaron al microscopio y se contd un promedio de 2000 células por
organismo, indicando cudntas se encontraban en interfase y en mitosis y

ademds si existian aberraciones cromosdmicas y de que tipo.

Se elaboraron tablas de frecuencias y se efectuaron pruebas de
X? y anélisis de varianza, para determinar si existen o no diferencias
significativas entre grupos experimentales y testigos, asi como entre

concentraciones y tiempos de exposicién.

Cabe mencionar que con el objeto de detectar posibles
aberraciones cromosdémicas en otras fases de la mitosis, se estableci6 igual
numero de lotes que los que propone el diseiio experimental anterior, a los

cuales no se les administré colchicina.

En cuanto a la frecuencia de ICH, se aplicé la técnica de tincién
diferencial de crométidas hermanas denominada FPG (Fluorescent Plus
Giemsa), propuesta para peces por Kligerman (1976, 1979), la cual,
siguiendo el disefio experimental explicado anteriormente, se Hevé a cabo de

la siguiente manera:

Tres dias antes de sacrificar al organismo se le inyect6 i.p. 5-
Bromodesoxiuridina (5-BrdU) a razén de 0.5 yg por gramo de peso corporal.
Una vez que se cumplié este tiempo, se inyectd colchicina al 0.025 % i.p.
dos horas antes del sacrificio, a razén de 0.1 ml por gramo de peso corporal;
en esta parte a todos los organismos de cada lote se les inyect6 colchicina,
ya que para observar ICH se requiere de figuras C-mit6ticas. Los pasos

siguientes fueron los descritos para la técnica de aberraciones cromosdmicas.
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Las preparaciones se tifieron con Hoechst 33258, {1 mg de
fluorocromo en 2 m! de etanol) durante 20 minutos (en la oscuridad); se
lavaron en buffer de citratos y se expusieron durante dos horas a una
lAmpara de luz negra rica en radiaciones de 280 a 350 nm (Sankyo-Denki
Blak light blue 20 W, FL20 SBL-B), a una distancia arpoximada de 2.5 cmy
humedecidas de buffer de citratos.

Se mantuvieron 20 minutos en buffer de Sérensen (pH 6.8) a

60°C vy se tifleron con Giemsa {(MERCK) al 5% en Sérensen pH 6.8 durante

siete minutos. Se observaronlas preparacionesy se analizaron os resultados.

19



1l RESULTADOS Y DISCUSIQN

En relacién con la técnica para la obtencién de cromosomas en
esta especie y bajo las condiciones en que se trabajé, se observé que 2 horas
de tratamiento con una dosis de colchicinade 0.1 ml al 0.025% por cada 10
gramos de peso corporal, es el tiempo ideal para la obtencién de
cromosomas de buena calidad.

Una vez que se estableci6 la técnica, se elabor6 el cariotipo de
estos organismos, encontrando que el numero diploide es de . 44
cromosomas; se ordenaron de acuerdo con Kornfield, et a/ (1979): los piares
1y 2 son grandes y submetacéntricos, del 3 al 17 acrocéntricos y pequefios

y, el altimo grupo, del 16 al 22 son submetacéntricos.

A8 88 a4 AN 6B B a4
fie 6A BL 0O 0O BoRa e

8 88

2

Cariotipo de la espacie Orsochromys aureus.
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Se pudo observar que en ésta especie no existe dimorfismo
cromosémico sexual, coincidiendo con 1o observado en ciclidos del mar de

Galilea por Kornfield, et a/ (18979)

El indice mitStico se midié en todos los lotes experimentales
tratados con colchicina (por |a facilidad para identificar las células en mitosis)
y se encontrd que éste es bajo en comparacién con el obtenido para los

grupos control {grafica 1).

Esto hace pensar que el arseniato de sodio en las
concentraciones y tiempos de exposicion empleados tiene un efecto

citotéxico, posiblemente retardando el desarrollo y disminuyendo la

sobrevivencia celular.

nar

o1 ae Leavercion Gancanteacivn my daer

1FSTIGU

GRAFICA 1. Indice mitotico obtenido en los lotss testigo y experimental

{a) Difarantes concentraciones (b) Diferentes tiampos
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En las mitosis analizadas no se encontraron aberraciones
cromosOmicas, ni en los peces tratados con colchicina ni en los que no ia
tenian, por lo cual se puede pensar que las concentraciones empleadas no

son lo suficientemente altas como para producir dafios de este tipo.

Sin embargo se observé la presencia de micronticleos, nucleos
anormales y metafases anormales, ademés de c-mitosis en organismos a los

que no se les inyectd colchicina (figura 2).

Nucleos anormales

Metafases Anormales

Micronucleos
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En cuanto a los micronucleos el porcentaje de éstos, tanto en
los organismos tratados con colchicina como en los que no se les aplicé, fue
bajo; para poder establecer si existen diferencias significativas entre los lotes
testigo y experimentales, en los lotes expuestos a diferentes tiampos
{graficas 2 y 3), se aplicod la prueba de X2, observando que no existe
diferencia significativa (P > 0.05).

Esta misma prueba aplicada a los datos obtenidos en los
tratamientos con diferentes concentraciones muestra que no existen

diferencias entre los lotes que fueron expuestos y los que no lo fueron.

o mn

TESTIG

Cuts ¢ Leaoarson

GRAFICA 2. Porcentaje de micronuclecs GRAFICA 3. Porcentaje de micronticieos

{tiempo, con colchicina) (tiempo, sin colchicina)

Para establecer si existe diferencia significativa entre los
diferentes tiempos de exposicidn se realiz6 la prueba de analisis de varianza,
encontrando que no hay diferencias que puedan considerarse significativas

entre los porcentajes de microntcleos enlos 3 tiempos de exposicion empleados.
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Esta misma prueba aplicada a los datos obtenidos en las
difarentes concentraciones empleadas {graficas 4 y 5), muestra una situacion

igual a la explicada anteriormente.

soeun

8 aeun

out

TESTIGO 0050 cols .

G 0\0
Camantraces ma aie Canoratiacion rg Asi
GRAFICA 4. Porcontaje de micronlicleas GRAFICA 5. Porcentaje de microndcieos
{concentracién, con colchicina) {concentracién, sin colchicina.

Como nucleos anormales, se consideraron a todos agquéllos con
una morfologia diferente a Ila normal, esto es, aquellos que presernitaban una
zona clara en su centro, dando 1a impresién de un hueco, o bien, zonas claras
disuibuidas en todo el nucleo. E! porcentaje de estos nucieos fue bajo, sin
embargo, para poder establecer si existia diferencia significativa entre los
grupos testigo y los experimentales, se calculd el valor de X*. Se encontrd
que entre los grupos tratados durante 4 y 7 dias sin colchicina existe
diferencia significativa con respecto al testigo; de igua!l manera en los
grupos tratados con colchicina y con una concentracion de 0.050 mg/t se
obsearva diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo. Los
grupos restantes no mostraron diferencias, (Graficas 6 a 9}.

Probablemente estas zonas hipocrémicas sean debidas a que el arsénico se
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esta incorporando en las cadenas de ADN que se estén sintetizando en esos

nicleos v que, conforme pasa el tiempo, por un fado, o se aumenta la

concentracién, los nucleos van

tomando una apariencia clara méas

homogénea, por lo que ya no se identifican como ndcleos anormales.

S oema

TESTI00

as o teponicion

GRAFICA 6. Porcentale de nicleos anormalas

{tiemipo, con colchicina)

5 ¥
TES Rt

GRAFICA 8. Porcontaje de nticleos anormales

{concantracitn, con colchicina)

e na
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Cian aw Eapescion

GRAFICA 7. Porcentaje de nicleos anormales

{tiampo, sin colchicina)
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GRAFICA 9. Porcentaje de niacleos anormales

(concentracién sin coichicina)
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En contraste con los resultados anteriores el porcentaje de
metafases consideradas anormales fue muy elevado en todos los
tratamientos tanto de tiempo como de concentracién, asi como en los

organismos tratados con y sin colchicina .

Se consideraron como anormales a todas aquellas c-metafases
presentes en preparaciones de organismos que no fueron tratados con
coichicina; aquellas en {as que se observaron cromosomas muy engrosados
o desaspiralizados y aquéllas que presentaban cromosomas con un patrén de

tincién de bandas G, ya que ningun organismo fue tratado para obtener este
tipo de tincién.

Para los tiempos de exposicién, la prueba estadistica de X*
mostré una marcada diferencia entre ios lotes testigo y los experimentales
{graficas 10 v 11). Sin embargo el analisis de varianza aplicado a los datos

obtenidos, muestra que no existe diferencia significativa entre los diferentes

tiempos de exposicidn.

*osma

AR
TESTIGO

TESTIOO 4 7 "
©4s 0n Lapomeion

GRAFICA 10. Matatases anormales GRAFICA 11: Motatases anormalas

{tismpo, con colchicinaj {tiempo, sin colchicinal
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En cuanto a los concentraciones empleadas, la prueba de X*
indica que existe diferencia signiticativa entre los grupos control y los

experimentales, esto se puede apreciar en las graficas 12 y 13.

% as hnm

80 SR

60

o AL AT 'l-n & :

TESTIO 005_0 0075 0100
GRAFICA 12. Metafasas anormales GRAFICA 13. Matafases anormales
{conceantracién, con colchicinal {concentracién, sin colchicina)

El andlisis de varianza mostré que no hay diferencia entre las

diferentes concentraciones empleadas.

Lo anterior se puede explicar con base en jos estudios
efectuados por Castro (1982} y Sharma y Talukder (1987), quienes postulan
que e! As puede sustituir en la cadena de ADN al {6sforo, produciendo una
molécula 18bil y poco compacta; con esto se podra explicar la elevada
frecuencia de cromosomas aparentemente desespiralizadas o engrosados,

ademas de que, al no tener la compactaciéon adecuada se generan zonas
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menos crométicas que otras, dando una tincién heterogénea de la cromatina,
por lo que se observarfan cromosomas bandeados, como los descritos

anteriormente.

Considerando el estudio de Sharma y Talukder (1987), se puede
pensar que la elevada frecuencia de c-mitosis en los organismos que no
fueron tratados con colchicina, se debe a que el arsénico produce
aberraciones a nive! de huso acromatico, por lo que se puede considerar

como un agente citostatico.

En cuanto a las pruebas de ICH, se revisaron las preparaciones
encontrando pocas mitosis de buena calidad y en las cuales no se aprecio
tincidn diferencial, por lo que se decidi6 probar diferentes agentes reportados
para aumentar el ndmero de mitosis . Se aplicé cloruro de calcio
(Maldonado, 1985) al 0.1% disuelto en solucion fisioldgica, arazén de 0.025
ml por cada 5 cm de longitud, pero este compuesto resultd ser nocivo para
los organismos, los cuales murieron antes de cumplir el tiempo de exposicién
al As. Se ensay6 entonces con concanavalina-A (ConA) (Banerjee,1987) y
fitohemagiutinina (PHA), aplicando 2 inyecciones de Con-A, con un intervalo
de 24 horas, en dosis de 5 ug/g de peso corporal y, en un segundo
experimento, s6lo se aplicaron 5 ug/g de ConA; en cuanto a la PHA se
inyectd 0.1 ml por cada 10 g de peso corporal, observandose que no hubo
aumento significativo de metafases, por lo que se eliminé de la técnica el

aplicar estos agentes mitdgenos.
Por otro lado, al observar que no habia resultados positivos para

la tincién diferencial, se pensé que no se incorporaba la BrdU al ADN,

pudiendo deberse a que el tiempo de exposicién no era suficiente, o bien, a
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transcurrieran dos ciclos de replicacion.

Se hicieron entonces modificaciones, primero de tiempo de
exposicion, aplicando una dosis de 5ug de BrdU por gramo de peso corporal
y sacrificando a los peces alos 2, 4, 5, 7, 9y 11 dias después de aplicar el
andlogo.

A otros organismos se les aplicé una dosis doble de BrdU,
inyectandoles 5_ug/g de ésta, una semana después de su aclimatacion y
aplicando una segunda inyecci6n 48 horas después de la primera. Los

organismos se sacrificaron a las 72 horas de exposicién total a la BrdU,

Los resultados obtenidos en ambas pruebas fueron negativos,
es decir, no se observo tincidén diferencial. Se hizo entonces una soia
aplicacion pero ahora a una concentracion de 10 ug/g, es decir, el doble de
lo reportado, se sacrificé a las 48 horas de aplicada ésta, sin obtener

resultados positivos.

Para descartar la posiblidad de que el metabolismo de los
organismos estuviera interviniendo de alguna manera en 1a incorporacion de
la BrdU, se hicieron pruebas /n vitro utilizando cultivos de células sanguineas,
siguiendo la técnica propuesta por Betancourt (1969} y Frias (1975) (ver
anexo ).

En los cultivos testigo, a los cuales no se les adicion6 ni As ni
Brdl), se observaron una gran cantidad de metafases de de muy buena
calidad, es decir, con cromosomas bien definidos, pero en los cultivos a los
que se les adiciond BrdU se observaron pocas metafases de mala calidad y

por lo tanto no era posible observar tincion diferencial.
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Por lo anterior se pensé que la BrdU influye de alguna manera
en la actividad citocinética de los linfocitos, sin descartar la idea de que este
compuesto y el As tuvieran una respuesta diferente al actuar individual o

conjuntamente.
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IV CONCLUSIONES

- El arsénico en forma de sal de arseniato de sodio (Na,HAsO,),
disminuye significativamente el indice mitotico en las células epiteliales de

branquias de tilapia.

- El arsénico no incrementa la frecuencia de microntcleos en las células
del epitelio branquial de tilapias expuestas a concentraciones de 0.050,
0.075 y 0.100 mg/l durante 4, 7 y 11 dias de exposicion.

- Se observa un incremento de nticleos anormales en los lotes de 4y 7
dias de exposicién sin colchicina y en el de 0.050 mg/l de arsénico con
colchicina, pero no en los lotes restantes. Estas diferencias pueden sef
debidas a la cinética de acumulacion del arsénico durante el pericdo de

sintesis.

- En todos los organismos expuestos al arsénico se encontré un
aumento significativo en la frecuencia de metafases anormales,
principalmente de aquellas con cromosomas con morfologia anormal y ¢-
metafases en lotes que no recibieron tratamiento con colchicina, por lo cual
se puede considerar al arsénico como un elemento que se intercala en la

molécula de ADN y ademas como un agente c-mitdtico.
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ANEXO
CULTIVO DE LINFOCITOS DE TILAPIAS

Para la realizacién de esta técnica se tomaron en cuenta los
trabajos realizados por Fenoccio y Bertollo (1988), Ojima et al (1970),
Betancourt {1969) y Frias (1975), haciendo las adecuaciones necesarias para
nuestros organismos y condiciones de trabajo; realizandose finalmente de la

siguiente manera:

Se extrajo por puncién cardiaca de 1 a 2 ml de sangre

(dependiendo del tamafio del brganismo)

En un frasco &mpula estéril se agregaron 4 ml de medio McCoy,
0.3 ml de Fitohemaglutinina, 4 gotas de antibac, 3 gotas de heparinay 8

gotas de la sangre extraida.

Los frascos se mantuvieron durante 96 horas (4 dias) a una
temperatura de 20° C. Transcurrido este tiempo se agregé a los cultivos 0.1

ml de colcemida, para realizar la cosecha 2 horas después.

Para cosechar se removié el contenido de los frascos y se
centrifugd a 1 500 r.p.m. durante 10 minutos desechando el sobrenadante.
Se agregd solucién hipoténica {KC! al 4%) dejdndolo durante 20 minutos;
posteriormente se cerntrifugd durante 10 minutos a 1 500 r.p.m. eliminando
el sobrenadante, se agrego fijador (metanol-acido acético, 3:1) y se guardd

al menos una noche a 4° C.
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Se centrifugd nuevamente eliminando el sobrenadante y se

enjuagd el botdn resultante con fijador hasta obtener un sobrenadante claro.
Las preparaciones se hicieron por el método de secado a la

flama titéndolas con Giemsa pH 6.8 en bufer de Sorensen, durante 7

minutos, observandose metafases de muy buena calidad.
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