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RELACION DEL NUMERO DE ERITROCITOS
MICRONUCLEADOS DE SANGRE PERIFERICA DE
LA ARDILLA GRIS Sciurus aureogasier CON EL
PESO-EDAD Y SEXO



CONTENIDO

RESUMEN

INTRODUCCION

Prueba de microntcleos
Microriicleos en sangre periférica
Biomonitores y su utilidad

Ardilla gris

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
JUSTIFICACION

HIPOTESIS

OBJETIVOS

MATERIAL Y METODO

Grupo de trabajo

Seguimiento de la frecuencia de eritrocitos micronucleados

Toma de muesiras
Andlisis de muestras
Criterios de inclusion
Criterios de exclusién
Definicidn de variables

Analisis estadistico

Pagina

i
15
16
18
18
20
20
21
21
22
22
23
23

23



Diagrama de flujo

RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

FIGURAS

1. Formacién de micronicleos

2. Células micronucleadas en diferentes tejidos

3. Frotis de eritrocitos micronucleados en sangre periférica tefidos con
naranja de acridina

CUADRGS

[. Orden de Roedores

|l. Clasificacién Taxondémica

GRAFICA

1. Promedio # desviacién estandar de EMN en 11 ardillas muestreadas

cada 15 dias durante 6 meses.

Pagina
24
25
27
30

31

22

1

12

26



RESUMEN

Es conocida la influencia de la edad en Ia variacién del nimero de eritrocitos
micronucleades (EMN) esponténeos en algunas especies incluyendo al humano,
en el presente trabajo se demuestra, con la prueba de microntcleos, cémo este
factor influye en el nimerc de EMN espontaneos de la ardilla gris Sciurus
aureogaster. Debido a la dificultad de conocer la edad de cada uno de estos
ejemplares, 11 animales fueron pesados en una balanza granataria para
animales, al momento de tomar la muestra a su llegada al laboratorio, suponiendo
que los animales mas pesados eran de mas edad y aquellos de menor peso eran
los mas jovenes. El mayor nimero de EMN espontdneos se encontrd en las
animales mas jovenes mientras que los adultos presentaron significativamente
menos EMN esponidneos. Por tal motivo, los animales fueron muestreados
periodicamente por un lapso de 6 meses y los resultados obtenidos al ser
comparados por analisis de regresion lineal y correlacion de Pearson, demuestran
que el numero de EMN espontaneos si disminuyd a través del tiempo, por lo gue
se concluye que el nimero de EMN espontaneos en lz ardilla Scivrus aurecgaster

depende de la edad.



INTRODUCCION

Cada dia es creciente el nimero de compuestos de origen quimico como de
agentes fisicos en el medio ambiente, capaces de inducir cambios en el material
hereditario {Lewin 1993; Perera 1997; Rodriguez-Ariza, ef af, 1992; Salamanca,
1950). Este aumento drastico de contamirantes en el planeta, se ha asociado con
el desarrollo creciente de procesos carcincgénicos, entre otros efectos nocivos
para la salud (Perera, et af, 1992).

Las teorias actuales tienden a considerar a la oncogenesis y la mutagénesis como
expresiones diferentes de un mismo mecanismo basico, en el cual se presentan
mutaciones sucesivas que desencadenan estos fendmenos. La mayor parte de los
agentes oncogénicos pueden causar mutaciones y se ha demostrado, en
condicicnes de prueba apropiadas, que muchos mutégenos producen tumores
(Bowman y Rand 1984).

Es bien conocido en toxicologia genética que una scla prueba no es suficiente para
determinar con exactitud o predecir con confiabiiidad los efectos genotdxicos de
una sustancia en el humano (Jena y Bhunya 1995). Por ellg, se vuelve importante
tener diversas alternativas de estudios para probar genotoxicos. La prueba de
micronucleos (MN} es una alternativa, ya que tiene la ventaja de ser rapida,

senciila, econdmica y ademas, no defa lugar a dudas del dafio producide (Zafiga

1996).



Prueba de Micronicleocs

Esta prueba i vivo sirve para detectar el efecto de agentes mutagénicos scbre |os
cromosomas ya sean clastogénicos {(que ‘"rompen" cromosemas) o
aneuploidogénicos (que dafian el huso mitdtice), mediante la identificacion ce
fragmentos acéntricos v/o cromosomas rezagados (Heddie, ef &/, 1978; Schmid
1975) que al quedar fuera del nicleo forman estas estructuras (Hart y Hartley,
1983; Heddle, ef a/, 1983; Heddle, et 3/, 1991; Yamamoto y Kikuchi 1980). Ambos
efectos se pueden diferenciar por el tamanfo de los MN {Figura 1) ¢ por la

presencia o ausencia de centrémero o cinetocoro (Afsharl, ef al, 1894; Odagiri, of

al, 1594).

Clastégeno Aneuploidégenc

Anafase

Telofase

Figura 1. Formacion de Microntcleos.



La prueba de MN ha sido ampliamente aceptada y se realiza en diferentes

especies y en gran variedad de tejidos con alta proliferacion celular (Schmezer, et

al, 1990, Suzuki, efal, 1993) (Figura 2).

: —

Hedula asea de ratén

_ Sangre periférica dem;,.. .51'%'%" L

m'vm -?

Mucosa bucal de Hemano

Figura 2. Células micronucleadas en diferentes tejidos.

E! examen se puede realizar en mucosa bucal (Sarto, ef 5/, 1687; Torres-Bugarin,

erf af, 1998}, médula 6sea (Schmid 1975), hepatocitos (Schmezer, ef a/, 1990},



queratinocitos (Shuilin y Baker 1988), cultivo de linfocitos de sangre periférica
{Heddle, ef af, 1978; Herrera, ef al, 1982), eritrociios de sangre periférica (Tice, ef
al, 1887, Torres-Bugarin, ef af, 1999; Zufiga, ef a/, 1986a, Ziniga, et a/, 1996b)y
en ceiulas germinales, en las que de existir dafio genético, éste podria ser
transmitido a la descendencia {Lahdetie 1983; Russo y Levis 1992} vy de ahi Ia
importancia de detectar estas alteraciones a tiempo.

La formacion de los MN se basa en el siguiente principio: en anafase, cualquier
fragmento cromosomico que no posea centromers ne podra integrarse a un nucleo,
por carecer del elementoe indispensable para orientarse en el huso acromatico.
Después de la telofase, los cromosomas normales, asi como los fragmentos que
posean centrdmeros, dan 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 proporcidn de estos es transformada en unc o
varios nlcleos secundarios (Figura 1). Estos son mucho mas pequefios que el
nicleo pringipal y de ahi su nombre de MN (Heddle, ef &/, 1983).

El estudio de MN en sangre periférica se lleva a cabo en eritrocitos policromaticos
(EPC) o iovenes (para el caso de pruebas a exposicion de 24 a 48 h) y en
eritrocitos normocromaticos (ENC) o viejos {para pruebas a exposicion crénica), en
este ultimo caso, también cuandc la especie estudiada no presente de manera
normal EPC en circulacion, como es el caso de aigunos felinos (Ziniga-Gonzélez,

et al, 1998).



En hematologia, los MN se conocen como cuerpos de Howell-Jolly. Su forma es
generalmente redonda o almendrada, con un didmetro que varia desde 1/20 a 1/5
(0.4 a 1.6 micras) del tamario normal de un eritrocito (Corazza, et af, 1680; Heddle,
et af, 1978; Schmid 1975).

Dentro de las ventajas de la técnica de MN se incluyen: facilidad, rapidez y la
posibilidad de probar un sdlo quimico sin otros compuestos, la abundancia de
células analizables en diferentes periodos del ciclo celular v e hecho de gue los
MN formados durante la division celular persisien al menos duranie la siguiente
interfase (Heddle, ef al, 1983; Sarto, ef af, 1987; Schmid 1975), con la posibilidad
de gue en futuras divisiones se pierdan.

Entre sus limitaciones, esta prueba no detecta agentes que no produzcan fracturas
o rezagos anafasicos (esto es, aberraciones que no implican la ocurrencia de
fragmenios acéntricos, como translocacicnes e inversiones) (Heddle, ef af, 1983;
Jaylet, ef zf, 1986), no es util en célutas que contengan poco citoplasma, asi como

en poblacicnes celulares que no se dividan {Heddle, ef a/, 1983; Schmid 1975).

Microniicleos en sangre periférica

Los precursoras nucleados del eritrocito, llemados normoblastos, pierden su nicleo
cuando pasan de la méduia 6sea al torrente circulatorio, debide a que los poros
entre las celulas endoteliales de los sinusoides medulares tienen un diametro

menor que el nucleo esférico del normobiasto v como éste tiene que atravesar
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dichos poros, la membrana y el citoplasma, que son deformables, logran pasar,
pero e niclec queda atrapado. La membrana se desgarra pero es reparada,
mientras que el ndcleo expulsado quedz en la médula y es fagocitado por los
macréfagos del estroma medular (Hillman, ef a4, 1987; MacKey y MacGregor 1973;
Novales y Amato 1993).

Después de que el eritroblasto expulsa su ndcleo para convertirse en eriirocito (en
mamiferos, aproximadamenie 5 h después de completar la Cliima mitosis}), por
razones desconocidas los MN permanecen en el citoplasma de los eritrocitos vy
entonces es posible visualizarlos (Hart y Hartley-Asp, 1983; Heddle ef a/, 1983).
En el humano, los MN son las anormalidades mas caracteristicas después de la
esplenectomia (Corazza, ef af, 1990; Pearson, et &/, 1978). 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 se
manifiesta por e aumento de formas anormales circulantes después de la
esplenectomia, aqui se incluyen residuos nucleares (cuerpos de Howell-Jolly),
inclusicnes de hemoglobina desnaturalizada (cuerpos de Heinz), siderocitos y
céiulas deformes o fragmentadas (Hillman, ef a/, 1980).

En el humano, el nimero de MN espontaneos en eritrocitos de sangre periférica es
cercano 2 cero en 10,000 eritrocitos. Sin embargo, cuande por alguna indicacién
del hematdlogo un individuo es esplenectomizado éste de inmediato incrementa el

numero de MN de manera significativa y mas aun si se expone a genotéxicos, tal
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como medicamenios antineoplasicos; entonces, los MN se pueden observar en un
frotis de sangre periférica (Schlegel, ef a/, 1986; Zudiga, ef a/, 1996a).

Los MN pueden estar ligeramente incrementados en pacientes con asplenia
congénita, atrofia del bazo, anemias hemoliticas, algunos casos de leucemia,
anemia perniciosa, anemias megaloblasticas en remisién y en la aspienia funcional
de la enfermedad drepanocitica (Mackey y MacGregor 1979; Novales y Amato
1993).

Por lo tanto, la condicidn de esplenectomia para algunos individuos vy en aquellas
especies en las que el bazo es el responsable de eliminar a los MN de la
circulacion, puede ser ventajoso, ya que se vuelve una herramienta mas cuando se
desea probar genotdxicos con ellos (Hayashi, ef al, 1992).

Algunos autores describen que la variabilidad de eritrocitos micronucieados (EMN)
estd influenciada por la edad, ya gue en algunos trabajos con pacientes
esplenectomizados, adultos y nifios, que recibieron quimioterapia antineoplésica,
se encontraron diferencias en el nimero de EMN en sangre periférica de adultos,
con respecte a nifos (Torres-Bugarin, ef al, 1999; Zdhiga, et a/, 1896a).

Estos datos concuerdan con los obtenidos por ofros autores, quienes han
enconirado mas bajo intercambio de cromatides hermanas en nifios que en aduitos
{(Wulf, ef a/, 1896) vy mientras que algunos estudios realizados en roedores apoyan

lo antericr, en ctfos $& ha encontrado que la frecuencia de espermatides



micronucleadas es mas alta en ratones viejos y hamsters cuando se comparan con
controles jévenes (Allen, ef 2/, 1996; Lowe, ef af, 1995).

Asimismo, en la literatura se ha descrito que la sensibilidad para ia induccion de
MN respecto al sexo, puede ser atribuible a diferencias enzimaticas encontradas

entre machos y hembras (Yusuke, ef s/, 1991).

Biomonitores y su utilidad

Muchas de las sustancias toxicas que a diaric son arrojadas al medic ambiente,
pueden ser detectadas con organismos vivos, los cuales nos pueden indicar el
dafio presente (Rodriguez-Ariza, ef a/, 1992). Los biomenitares ofrecen la ventaja
de metabolizar sustancias guimicas mutagénicas u oncogénicas que deben su
accidn a un producto posterior a su metabolismo en el higado. Por esta razon,
cualguier prueba /7 vitro debera de incluir un sistema de activacion metabélica del
compuesto original mediante una preparacidn de microsomas de higado {Miguel, ef
al, 1990).

Debide a la ventaja que presenta el utilizar bioensayos para la deteccidn de
genoidxicos, diversos grupos de investigadores se han dado a la tarea de huscar
organismos gue puedan ser utilizados como indicadores de dafio genotoxice. Para
el caso particular de los MN, estos organismos deberan responder formando MN
en numero suficiente como para que al exponerlos al probable agente genotdxico

se observe incremento significativo en su niamero. El planteamiento es que si una



especie presenta eritrocitos micronucleados {EMN) espontaneos en buen ntimero
(6 o mas en 10,000 eritrocitos) es debido a que el sistema reticuloendotelial no
tiene un estricto control sobre éstos y por lo tanto, lo esperado es que si a estos
organismos se les expone a agentes genotoxicos el numero de EMN se
incrementara. Estc permitira detectar genotéxices micronucleogénicos mediante el
estudio comparativo de los EMN de sangre periférica de estas especies (Zofiga, ef
al., 1986b; Zdniga-Gonzalez, et a/, 1998; Zuhiga-Gonzélez, et &/, 2000).

En la prueba de MN se pueden utilizar animales de laboratorio para los diferentes
agentes a probar, de éstos los mas utilizados son la rata {(Trzos, ef al, 1978), el
ratén (Hart y Hartley-Asp, 1983; Hayashi, 1980) v el hamster (Heddle, et a/, 1991).
Recientemente se ha propuesto al gato (Zuhiga-Genzalez, ef af, 1998}, asi como
organismos vertebrados no mamiferos como los anfibios, cuyos eritrocitos son muy
grandes y por lo tanto facilitan {a observacion de MN (Jaylet, ef 2/, 1986), asi como
algunas aves {Bhunya y Jena 1992), peces {Al-Sabti y Metcalfe 1995) y plantas
(Grant, efal, 1992).

En el laboratorio de Mutagénesis, una de las lineas vigentes hasta el memento, es
el identificar y seleccicnar aquellas especies gue presenten ei mayeor nimero de
MN espontanecs en tejidos que sean viables de analizar, con ¢l fin de proponerios
como probables bicmonitores de dafio genotdxico. Actualmente se tienen mas de

100 especies diferentes de animales muestreados; dentro de las especies que



resultaron con valores mas altos se encontraron {Zufiga, ef af, 1996b; Zihiga-

Gonzalez, ef 4., 1998, Zaniga-Gonzalez, ef af,, 2000):

QORGANISMO EMN/10,000 eritrocitos

Cerdo vietnamita 95.5
Ratén 214
Hurdn 18.0
Gato siamés 11.0
Buho 10.6
Ardilla gris 9.1

Erizo 8.4

Cerdo 6.9

3in embargo, el orden que ha presentade hasta el momento el mayor nimero de
especies con EMN espontaneos elevados ha sido el de los roedores (Cuadro [) en
la cual, de 7 especies muestreadas, la ardilla terrestre, cuyo y rata presentaron
niveles muy bajos de éstos, mientras gue el raton, hamster, gerbo y ardilla gris
presentaron alto nimero de EMN, sin embargo, de estos ditimes, los tres primeros
ya han sido estudiados como posibles modelos (Zifiga, ef al, 1896b; Zufiga-

Gonzalez, ef al, 2000).



Cuadro |

Orden de Roedores

Especie EMN/10,000 eritrocitos
Ratén balb-C (Mus musculus) 214 £65
Gerbo de Mongolia (Meriones unguicuiatus) 94x13
Ardilla gris (Sciurus aureogaster) g.1+58
Hamster { Mesocricetus auratus) 83+£1.0
Rata (Ratius norvegicus) 2207
Cuyo (Cavia porcelius) 03128
Ardilla (Spermophilus variegalus) 0.5x08

En este cuadro se presentan los valores promedic y desviacion esténdar de eritrocitos
micronucieados (EMN) espontaneos en sangre periférica de algunas especies de

roedores.

Ardilla gris

La ardilla es un mamifero que pertenece al orden de los roedores, el cual cuenta
con 29 Familias, 380 génercs v 1,687 especies; entre estas Familias se encuentra
la Sciuridae con 30 especies. Las ardillas pertenecen a la Familia Sciuridae
{Cuadro 1), la cual se subdivide en dos subfamifias: la Sciuridae, que consta de 3

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



Cuadro il

Clasificacion Taxondmica

ARDILLA GRIS

Clasificacién Taxondmica
ORDEN Rodentia
SUBCRDEN Sciuromorpha
FAMILIA Sciuridae
GENERO Sciurus
SUBGENERO Sciurus
ESPECIE atrepgaster

Las ardillas grises son mamiferos de mediano tamano, de forma atargada, con una
longitud total promedio de 49 cm, el dorso es de color gris con tonos café rojizos y
cola de aproximadamente 23 cm. El peso de las ardillas grises es de 496.5 g,
aunque llegan a pesar hasta 570 g. L.as manos tienen cuatro dedos ademas son
menos largas que las patas traseras, éstas tienen cinco dedos (Gismondi 1995;
Mettler 1996).

Son de hébitos solitarios y sus actividades las realizan durante el dia,
desplazandose entre las ramas de los arboles, donde obtienen su alimento que se
compoﬁe de brotes, conos y semillas. Gustan de los bosques de pino, pino-encino
y mesdfilo, aunque prefieren los entornos de bosque tropical, desde los espinosos
semiaridos hasta los himedos Huviosos (Gismondi 1995; Mettler 1996; Encarta
1998).

Enr cuanto a su reproduccion y siendo animales solitarios, solo en la época de celo

se reunen. El periodo de apareamiento puede efectuarse durante todo el aio y se



ve influido por la limitacion de alimento. Después de un periodo de gestacion de 44
dias aproximadamente, nace un promedio de 4 a 5 crias (Gismondi 1995).

El desarrolio de estas crias es muy lento y sélo después de un mes abren los ojos,
aunque permanecen con la madre varios meses antes de alejarse, debido a este
largo periodo de crianza las hembras no tienen mas de un parto por ano (Gismondi
1985).

La distribucion de la ardilla gris en Hispanoamérica va desde el sur de Tamaulipas
hasta Centroamérica y respecto a su distribucién nacional, 1a ardilla gris 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 arboricolas,
tal es el casc del Ajusco, el Desierto de los Leones, la ciudad de México,
Amecameca, el volcan Iztaccihuatl v en la ladera norte del volcan Popocatépet!
{Encarta 1998).

Entre los depredadores naturales de las ardillas grises estan el coyote, el lince, el

gavilan y el hombre (Encarta 1998).

Entonces, dado que la ardilla gris fue una de las especies seleccionadas por su
numero de EMN espontanecs en sangre periférica (Zufiga-Gonzalez, ef al, 2000)
y como parte de su andlisis con el fin de proponeria como hiomonitor, se hace

necesario determinar las variaciones que pudieran existir respecto al sexo y la



relacion con el peso-edad de los organismos, a fin de conocer el comportamiento

del nimero de EMN espontdneos.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El monitoreo de la contaminacidn es indispensable, por lo que se vuelve
importante tener nuevas alternativas sencillas, rapidas, econdmicas y confiables
para su deteccidn, razén por la que se pretende identificar organismos que sirvan
como bicindicadores de genotdxicos mediante la prueba de MN.

Una vez detectado el organismo que de manera espontanea presente EMN, el
siguiente paso seré estudiar las ventajas y desventajas que nos puede ofrecer el
modelo. Ya que se ha descrito en la literatura que en algunas especies el nimero
de MN varia conforme avanza la edad del individuo y muchas veces esta
respuesta se ve influenciada por el sexo {Allen, ef a/, 1996; Bolognesi, &f al,
1997; Bolognesi, et a/, 1999; Lowe, ef a/, 1995; Torres-Bugarin, ef a/, 1999; Wuli,
et al, 1996; Yusuke, ef af, 1991; Zifiga, ef af, 1996b; Zifiga-Gonzélez, et af,
2000). En este caso el aumento de MN en eritrocitos se atribuye a que
probablemente el sistema reticuloendotelial es inmaduro, por lo que no puede
retirar de la circulacién éstas estructuras anormales, permitiendo asi su
visuatizacion en sangre periférica. Por los antecedentes antes mencionados, se
planted la siguiente pregunta de investigacion: ; El peso-edad y sexo influyen en la
variacion del ndmero de eritrocites micronucleados en sangre periférica de la

ardilta gris Sciurus aureogasfer?



JUSTIFICACION

La prueba de MN tiene la ventaja de ser rapida, sencilla y econdmica, ademas de
que la interpretacion de sus resultados no deja lugar a duda del dafio producido
(Zofiiga 1996). E! usar esta prueba en biomonitores que presenten MN
espontaneos, nos da la oportunidad de estudiar el efecto de sustancias
genotdxicas y sus metabolitos.

Con la finalidad de conoccer las limitantes de algunos modelos bioindicadores de
micronucleogeénicos con respecto a su edad y sexo, nos hemos dado a la tarea de
estudiar estos parametros en el presente trabajo, ya que algunos autores han
descrito diferencias en el nimero de MN con respectos a ésto {Allen, ef &/, 1996;
Bolognesi, et a/, 1997, Bolognesi, ef a/, 1999; Lowe, ef &/, 1995; Torres-Bugarin,
et al, 1999; Wulf, ef a/, 1998; Yusuke, ef a/, 1991; Zuhiga, ef a/, 1996b; Zihiga-
Gongzaiez, ef a/, 2000). Ademas, en un estudio reciente realizado en 54 especies,
se observaron diferencias en los valores de EMN en 10 ardillas de esta especie
(Zuniga-Gonzéalez, ef a/, 2000).

Es probable que exista una relacién entre el peso del organismo y su edad
(individuos jévenes tendran menos peso corporal, mientras que los adultos seran
mas pesados) y que posiblemente entre mas jovenes estén los individuos ses
mayor el nimero de EMN con respecto al de los adultos; por tanto, se propone

que al seleccionar aquellos organismos que puedan ser empleados como



biomonitores de agentes genotoxicos, especificamente micronucleogénicos, es
importante saber la variabilidad de respuesta con respecto a |a edad y al sexo que

existe entre los individuos de la especie a estudiar.



HIPOTESIS

El nimero de eritrocitos micronucieados en sangre periférica varia con

el peso-edad y sexo de la ardilla gris Sciurus aureogaster.



OBJETIVOS

CENERAL:

Evaluar el nimero de eritrocitos micronucleados en sangre periférica de la

ardilla gris Sciurus aureogaster en relacion al peso-edad y sexo.

PARTICULARES:

1. Evaluar el nimero de eritrocitos micronucleados en sangre periférica de la
ardilla gris Scirus aureogaster cada 15 dias, por un periodo minimo de 6
meses.

2. Relacionar el numere de eritrocitos micronucleados en sangre periférica de
la ardilla gris Sciurus aureogaster respecto al peso-edad.

3. Relacionar el nimero de eritrocitos micronucleados en sangre periférica de

la ardilla gris Sciurus aurecgaster respecto al sexo.

TESIOULBA
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MATERIAL Y METODO

Se utilizaron 11 ardillas grises de la especie Sciurus aureogaster, sanas, 9 machos
y 2 hembras, y debido a que esia especie no ha sido estudiada en este sentido y a
que no existe un bioterio que las reproduzea en cautiverio, los animales fueron
adquiridos a un proveedor ambulante. Al ingresar al laboratorio, fueron
identificadas con un nimero progresivo y se registro el sexo y peso de cada uno de
ellos. Ya que no es posible conocer la edad de cada organismo, Se propuso
manejar el término peso-edad infiriendo que los animales jévenes tenian menor
peso corporal y los mas viejos mayor peso. Los animales permanecieron en jaulas
de acero inoxidable (54x30x36 cm). Tuvieron acceso a agua y alimento ad /biurm,
que consistid en una dieta a base de manzana, naranja, uvas, mango, ciruelas,
nueces, semillas de girasol, de calabaza y de maiz.

Los animales fueron tratados de acuerdo con los requerimientos Institucionales y
Gubernamentales de México e Instituciones de Satud de les Estados Unidos de
Norte Ameérica (Boletin AMCE 1996; Ley de Proteccion de los Animales 1981;

SEMARNAP 1997-2000).

o Grupo de trabajo

Se realizé el seguimiento de la variabilidad de EMN en sangre periférica de los

aznimales, cada 15 dias, por un periodo de 6 meses.
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Todos los animales fueron pesadoes al inicio del experimento y se les tomé una
muestra de sangre. Las ardillas se mantuvieron en observacion para su adaptacién
al laboratorio por un periode de 9 dias para su aclimatacion al laboratorio, tiempo
suficiente para gue los EMN tomaran su nivel normal posterior 2 una posible
exposicion a algin genotéxico desconocido, puesto que los sistemas “limpiadores™
captan en primer lugar a las células dafiladas con el objeto de destruirlas y

eliminarlas (Hillman y Finch 1987). Después de este tiempo se inicid con el estudio.

o Seguimiento de la frecuencia de Eritrocitos Micronucleados

. Después de los nueve dias de adaptacion de los animales, se registré el peso
corporal de cada uno de ellos y se fomé una muestra de sangre basal. Este
dato sirvio para determinar la relacion del peso-edad con respecto al nimero de
EMN al iniciar el experimento.

- A partir de fa fecha de inicio de la toma de muestra, se muestred y se registrd el
peso coporal de cada animal cada 15 dias por un pericdo de 6 meses para

observar la variabilidad de los EMN.

o Toma de muestras.
Se tomd una gota de sangre periférica via vena femoral con aguja de calibre 22x32
mm. Se realizaron dos extendidos de sangre por cada animal, sobre portachjetos

limpios y se dejaron secar a temperatura ambiente, se fifaron en etanol al 80% por



10 minutos y se dejaron secar por 24 h. Los frotis fueron tefiidos con naranja de

acridina (Hayashi, ef af 1983) (Figura 3).

Figura 3. Frotis de eritrocitos micronucleados en sangre periférica tefiidos con naranja de acridina.

o Analisis de muestras
Las muestras se observaron al microscopio de fluorescencia, con el objetivo 100X,
contando el namero de EMN en 10,000 eritrocitos totales (ET). Se ceonsiderd el

nimero de EPC en 1,000 ET y con estos valores se obtuvo el cociente de EPC y

ENC para cada animal.

o Criterios de inclusidn
Ardillas grises de |la especie Sciurus aureogasier, de edad variable, sexo indistinto y
sanas (que en el iempo de estudio no presentaran alteraciones de conducta o falta

de apetito}, mantenidas en condiciones de laboratorio.
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o Criterios de exclusion
Fallas técnicas que imposibiliten el conteo de las células micronucleadas en las

laminillas y mortalidad de los animales antes v durante el estudio.

o Definicion de variables
Variable independiente: Peso-edad.

Variable dependiente: Numero de EMN en sangre periférica.

o Analisis estadistico

Los resultados fueron comparados por analisis de regresién lineal y correlacion de

Pearson.
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RESULTADOS

El numero de EMN espontaneos en sangre periférica de las 11 ardilias Sciurus
aureogaster fue mayor en los 5 animales menos pesados (animales jévenes), los
cuales tuvieron un peso promedio de 97.2 g y 14 EMN (83.0, 93.0, §7.0, 102.3,
111.C g, respectivamente), mientras que el nimero fue menor en los 6 mas
pesados (animales vigjos), con peso promadio de 148.3 g y 8.4 EMN (121.0,
127.C, 138.0, 140.0, 153.0, 211.0 g, respectivamente). Esto concordd con lo
observado al finalizar el estudio a los 8 meses del experimento (Grafica 1). Los
valores obtenidos de los pesos corporales en los 11 animales muestran
incremento conforme pasd el tiempo (Grafica 1), donde al memento de la toma de
muestra se obtuvo el valor promedio de 125.2+£33.0 ¢, a los tres meses de estudio
fue de 264.0+54.1 g y finaimente, a los 6 meses del experimento fue 342.8+87.7 g,
mieniras que los EMN disminuyeron de 11.345.3 a 8.7+5.4 para finalmente
terminar en 1.6£1.5, En cuanto al nitmero de EPC de las ardillas, se observo
disminucicn de los mismos. Desde que inicio el experimento hasta los ires meses
de estudio, se obtuvo 32% menos del ndmero de EPC, mientras que a los 6

meses disminuyd en 64% comparade con el valor inicial.



GRAFICA 1
Promedio £ desviacion estandar de EMN en 11 ardillas muestreadas cada 15 dias

durante 6 meses.
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La correlacién significativa entre el nimero de EMN en relacidn con el fiempo, muestra disminucicn tiempo-dependiente de
EMN (r=0.9249). También se muestra la media de EMN y peso de Tas 11 ardillas al inido (EMN: 1.3 £5.3; Peso: 125.2 &
33.8 g), alos 3 meses (EMN: 6.7 £ 5.4; Peso: 264,0 £ 54.1 g) y alos 6 meses (EMN: 1.6 1 1.5; Peso: 342.8 £87.7g) del
muesireo (barras de color rojo).



DISCUSION

La presencia de MN en los eritrocitos de sangre periférica de la ardilla gris Sciurus
aurecgaster fue demostrada con la tincidn de narania de acridina, colorante
especifico para acidos nucleicos.

En el grupo de estudio se demostrd que los animales aumentaron de peso a
través del tiempo; este incremento puede relacionarse con mayor edad y a su vez,
ta edad ha side relacionada con madurez del arganismo (Grafica 1). Al mismo
tiempo, se observo disminucion de EMN y EPC conforme pasaron los dias. Esta
disminucién de EPC fue similar a la que se conoce en la rata (Mitruka, ef a£, 1981}
y en ofras especies (Schalm, ef af, 1964}, en las cuales los animales jovenes
muestran valores altos de EPC en sangre periférica, no asi en los adulios,
fenomenc que también es observado en especies en las que los EPC no estan
presentes comunmente en la circulacidén en animales sanos (Schalm, ef af, 19564;
Zifiga-Gonzélez, ef a/,1998). Estos resultados sugieren que la disminucion de
EMN en ia ardilla gris esta relacionada con la edad, pues es muy probable que en
el caso de esta especie, su sistema reficuloendotelial madure 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 ios EMN. En el
caso de especies, como la ardilla gris (Sciurus aureogaster), cuando su sisiema

reficuloendotelial ya se encuentra en estado maduro, comienza a retirar de la



circulacién la mayoria de los EMN espontaneos, entre otras anormalidades,
disminuyendo con esto la probabilidad de que puedan ser observados en un frotis
de sangre periférica. De cualquier manera, con base en los resultados, es
canveniente para estudios futuros tener grupes de animales mas homogéneos
respecto a su edad, 1o que dara menos dispersidn en la desviacion estandar y con
esto, la posibilidad de observar aumento significativo en una prueba. Puesto que
en el presente trabajo no fue posible tener las edades de las ardillas, la
recomendacion gque sugerimos es que los animales que se utilicen en futuros
experimentos tengan entre 125-264 g de peso corporal, ya que es cuando las
ardillas tienen un tamafo adecuado para su manejo y EMN espontaneos en buen
namero.

En el caso del presente estudio, podriamos haber esperado tener menor ndmero
de EMN en los animales jévenes, como se observa en el humano, Sin embargo, el
hallazgo contrario de este estudic no nos sorprendid, ya que en 1996 el grupo de
trabajo hipotetizd esta posibilidad al estudiar una jirafa recién nacida, la misma que
fallecid a las pocas horas de su nacimiento. En este organismo se encontraron 18
EMN y a partir de ello, se planted la posibilidad de que este hallazgo pudiera
haberse dado porque el animal fuera inmaduro o que presentara alguna patologia
desconocida que inclusive fuera la responsable de su muerte repentina.
Posteriormente, se tuvo la oportunidad de obtener muestras de una jirafa adulia, ia

cual no presentd EMN espontaneos (Zufiiga, et a/, 1996b; Zahiga-Gonzalez, et af,



2000), lo cual sugeria inmadurez de la jirafa recién nacida. Otro dato previo fue el
que se observd en una zariglieya joven, en la que también se encontrd EMN en
sangre periférica, mientras que en una zariglieya adulta no se vieron estas
estructuras. Si bien, el dato obtenido en sdlo dos animales de dos especies
diferentes, en su momento no permitié formular alguna conciusion contundente,
los resuitados obtenidos en el presente, si permiten hacerlo.

Finalmente, los resultados obtenidos en las 11 ardillas durante los 6 meses,
permite corroborar que el haber relacicnado peso-edad para los fines de este
trabajo fue acertado y las conclusiones obtenidas son reales.

Por Gltimo, con respecte al Gitimo objetivo de este trabajo, en cuanto a si existe o
no una relacion del numero de EMN en sangre periférica de la ardilla gris con
respecto al sexo, esto no fue posible cumplirlo, dado que el nimero de hembras y
machos que se utifizaron en este grupo no fue suficiente como para realizar un

estudio pareado y poder corroborar sin sesgo alguno este dato.



CONCLUSIONES

1.

En las 11 ardillas Scivrus aureogaster el promedio de EMN espontaneos al

inicio del experimento fue de 11.3£5.3 en 10,000 ET.

La refacion del nimero de EMN espontaneos en sangre periférica de la ardilla
respecto al pesc-edad, fue mayor en las 5 ardilas menos pesadas (mas

jévenes), mientras que en los 6 animales mas pesados (animales vigjos) fue

menaer.

Esto mismo se observé en los animales que se muestrearon por seis meses,

los cuales aumentaron de peso de forma paulatina durante el experimento.

El nimero de EMN disminuyo de 11.3%5.3 hasta 1.6x1.5 en 10,000 ET, al

finalizar el estudio.

La relacion del ndmero de EMN espontaneos en sangre periférica de la ardilla
gris con respecto a su género, no fue posible realizarla dado que el nimerc de
las ardilias utilizadas para este experimento fue insuficiente para llevar a cabo

el analisis pareado por sexo. Por ial motivo este objetivo no se pudo cumplir.

Los resultados obtenidos correboran la hipotesis en la que se plantea que el
namero de EMN de la ardilla gris Scivrus aureogasier si disminuye con la

edad, ademas de que permite plantear que esto mismo sucede en otras

especies.
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