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ARTICULO ORIGINAL

Relacion heteroéfilo/linfocito, frecuencia espontanea de eritrocitos micronucleados
y prolongaciones nucleares en el ganso nevado (Chen caerulescens):

Una propuesta como posible biomonitor de estrés y genotoxicos ambientales

Martha C. Martinez Quintanilla,” Olivia Torres Bugarin,? José Hugo Martinez Guerrero,' Tania Guadalupe Delgado
Ledn,! José Manuel Salas Pacheco,? Martin E. Pereda Solis'

Resumen

Existen organismos silvestres que son altamente vulnerables ante estresores antropogénicos y naturales, estos organismos pueden
ser de utilidad para evaluar la salud ambiental mediante diferentes indicadores confiables, sencillos, rapidos, econémicos para
determinar y si es posible reducir estos efectos negativos. En este estudio proponemos al ganso nevado (Chen caerulescens) como
posible biomonitor de estrés y genotoxicos ambientales mediante la relacion heterdfilo/linfocito (H/L), la prueba de microntcleos
(EMN), prolongaciones nucleares en eritrocitos (EPN) y eritrocitos policromaticos (erC). Durante la temporada de caza (2012-2013) en
el humedal de Malaga, Durango, México, colectamos 18 organismos. Los eritrocitos fueron las células mas abundantes, de nicleo
y morfologia elipticos, de tamafno 12.68 + 0.89 pm. Observamos heterdfilos (11.07+1.32 um), eosindfilos (9.67+1.26 um), basofilos
(5.75 £ 0.78 pm), monocitos (10.49+1.36 pm) y linfocitos (6.53+1.0 pm). No identificamos alteracién en las proporciones ni en la
morfologia de leucocitos, sin embargo, es necesario un mayor niimero de organismos para establecer los parametros sanguineos de
base normal para esta especie. La relacién H/L fue de 0.41 £ 0.11 este valor es similar a lo reportado para esta y otras especies
de aves consideradas como sanas. Establecimos la frecuencia basal de EMN (2.6£1.45), EPN (249.2 + 89.74) y EPC (156.5 + 50). El
ganso nevado es un organismo que se perfila como buen candidato a biomonitor ambiental debido a la frecuencia basal de su rel-
acion H/L, EMN, EPN y EPC, pero debe probarse en condiciones estandarizadas y a través de estudios en zonas con y sin contaminacion.
Palabras clave: Biomonitor, Chen caerulescens, eritrocitos micronucleados, eritrocitos con prolongaciones nucleares, indice
heterdfilo linfocito.

Heterophil to lymphocyte ratio, basal frequency of micronucleated erythrocytes and nuclear extensions in the snow
goose (Chen caerulescens): A proposal as possible stress and environmental genotoxicity biomonitor

Abstract

There are wild organisms that are highly vulnerable to anthropogenic and natural stressors, these organisms may be useful to as-
sess environmental health through various reliable, simple, rapid, inexpensive indicators and to determine and if possible reduce
these negative effects. In this study we propose that the snow goose (Chen caerulescens) to be tested as stress and environmental
biomonitor of genotoxicity, by heterophil/lymphocyte (H/L) ratio, micronucleus test (MNE), nuclear protrusions in erythrocytes (NPE)
and polichromatic erythrocytes (PCE). During the hunting season (2012-2013) in the wetland of Malaga, Durango, Mexico, 18
organisms were collected. Erythrocytes were the most abundant cells with elliptical morphology and nucleus, size of 12.68 +
0.89, regular contour and nucleus-cytoplasm ratio 1:2. We observed heterophils (11.07 + 1.32 pm), eosinophils (9.67 + 1.26 um),
basophils (5.75 + 0.78 pm), monocytes (10.49 + 1.36 pm) and lymphocytes (6.53 + 1.0 ym). No alteration in the proportions or
morphology of leukocytes was identified, however, a greater number of organisms are required to establish normal blood para-
meters basis for this species. H/L ratio was 0.41+0.11 this value is similar to that reported for this and other bird species classified
as healthy. MNE basal rate (2.6 + 1.45), NPE (249.2 + 89.74) and PCE (156.5 + 50) was established. The snow goose is an organism
that is emerging as a good candidate for environmental biomonitor due to basal frequency of H/L, MNE, NPE and PCE, but must be
tested under standardized conditions and through studies in areas with and without pollution.

Keywords: Biomonitor, Chen caerulescens, micronucleated erythrocytes, erythrocytes with nuclear protrusions, heterophil/lym-
phocyte ratio.
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Introduccion

La contaminacién del ambiente por causas antropogénicas
es un problema mundial que va en incremento (Botello et al.
2015), sus consecuencias son multiples y diversas, cada una
de ellas digna de soluciones inmediatas. El daho por agentes
fisicos o quimicos en el material genético como los cromoso-
mas o el ADN se estudia en términos de genotoxicidad (New-
man 2010), el dafio genotéxico habitualmente es silencioso,
pasa inadvertido y se puede expresar como mutagénico, tera-
togénico o cancerigeno (Mathews 2015).

Los resultados suelen ser muy dramaticos ya que ponen
en riesgo la vida del organismo e incluso sitdan en peligro de
extincion a la especie. Por ello es importante contar con bio-
monitores e implementar sistemas de monitoreo que brinden
informacién oportuna. Los métodos para evaluar el riesgo o
proteccion a genotdxicos con frecuencia son costosos, compli-
cados e invasivos. Ante este panorama la técnica de micronu-
cleos (MN) que permite la deteccién de genotéxicos, mutagé-
nicos, teratogénicos e inestabilidad genémica, ofrece una gran
oportunidad. Esta técnica es una prueba precisa, confiable,
minimamente invasiva, no se requiere de cultivos celulares, es
rapida, sencilla y relativamente econémica. Ademas, a estas
cualidades se suman la versatilidad de aplicacion en diversos
organismos, tejidos y modelos, y no requiere de instalaciones
especiales ni del sacrificio de los organismos (Zufiga et al.
1996, Torres-Bugarin et al. 2014).

Biomonitores y biomarcadores

La cuantificacién de contaminantes en suelo, agua o aire no
permite evaluar la biotransformacion, la biodisponibilidad o los
efectos sobre los organismos, por eso se complementa con la
biomonitorizacion que facilita la medicion cualitativa o cuan-
titativa de exdgenos o sus metabolitos en los organismos o en el
ecosistema (Cap6 2007). Biomonitores pueden considerarse los
organismos vivos sensibles a cambios ambientales (Markert et
al. 2003, Capé 2007, Needham 2007) o bien especies acumu-
ladoras de contaminantes a niveles que permiten ser evidencia-
dos antes que en muestras abidticas (Spahn y Sherry 1999). Un
buen monitor debe tener representatividad espacial y ecolégi-
ca, disponibilidad y accesibilidad, sensibilidad, longevidad de
la especie y reproducibilidad (Tataruch y Kierdorf 2003).
Especificamente, el grupo de aves es muy diverso, sus in-
tegrantes habitan en multiples ambientes, sus respuestas a es-
tresores naturales y antropogénicos son muy variadas (Mallory
et al. 2010, Paez-Osuna y Osuna-Martinez 2011, Sheperd y
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Somers 2012). En particular, las aves acudticas son candidatas
a ser biomonitores por su amplia distribucién, su abundancia y
representatividad en el ecosistema (Markert et al. 2003, Mallory
et al. 2010). Estas se desenvuelven en diferentes partes de las re-
des tréficas y sus respuestas a los cambios ambientales pueden ir
desde ligeros efectos fisiologicos hasta deformaciones o muerte
(Hoffman et al.1996, Mallory et al. 2010). Adicionalmente exis-
te la necesidad de realizar estudios que permitan la conserva-
cion, proteccion y uso adecuado de las aves acuaticas que mi-
gran cada ano hacia centro y Sudamérica (Barba 2006). En este
grupo encontramos al ganso nevado (Chen caerulescens), es una
ave anseriforme de la familia Anatidae, la cual se reproduce en
el Artico, en dreas pantanosas de la tundra en Canadd, Alaska,
Groenlandia, ademds de la isla Wrangell del extremo nororien-
tal de Siberia, y migra al sur para sus estancias de residencia
tropical en en Japén y a lo largo de la parte central y meridional
de Norteamérica y centro-norte de México, su hdbitat invernal
son los pantanos, campos de cultivo, praderas, charcos y bahias
(Heyland 2000, Peterson y Chalif 2008). Se alimenta de raices,
bulbos, brotes y hojas (BirdLife International 2015). Esta ave po-
see caracteristicas ideales para ser considerada biomonitor, en-
tre ellas su situacion poblacional estable, su amplia distribucion
geografica, su dieta, el tipo de habitat en donde se alimenta y por
que recorre grandes distancias (Bellrose 1976, Heyland 2000).

El riesgo de deterioro de la salud de cualquier organismo
puede ser evaluado mediante marcadores biolégicos conoci-
dos como biomarcadores, éstos pueden ser alteraciones ce-
lulares, bioquimicas o moleculares, medibles en tejidos, célu-
las, o fluidos, o bien caracteristicas biologicas que puedan ser
cuantificadas en procesos fisiolégicos, patolégicos, respuestas
farmacologicas, evaluacion experimental, medicion de riesgo
ambiental y epidemioldgico (Mayeux 2004). Dentro de los
biomarcadores se identifican tres grupos: 1) de exposicién, 2)
de efecto y 3) de susceptibilidad (Arango 2012).

Eritrocitos micronucleados (EMN) como biomarcador
de genotoxicos

En funcion de las caracteristicas necesarias para la eleccion
de un buen biomonitor mediante la técnica de microntcleos
(MN) en sangre periférica, se considera que las aves son un
grupo adecuado debido a que tienen un bazo pequeio y po-
bre en elementos reticuloendoteliales, eritropoyesis muy ac-
tiva, incluso mas alta que los mamiferos, el recambio celular
es alin mayor y la relacién citoplasma-ndcleo por lo general es
1:2 (Aschoff 1928, Ramirez-Mufoz et al. 1999, Udroiu 2006,
Gémez-Meda et al. 2008, Clark et al. 2009, Weiss y Wardrop
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2010, Sheperd y Somers 2012). Un MN (en hematologia mejor
conocido como cuerpo de Howell-Jolly) puede ser un frag-
mento o un cromosoma completo que durante la division ce-
[ular se perdié debido a un dafio en el uso mitético (dafio an-
euploidogénico) o bien a la fractura de un cromosoma (dafo
clastogénico). En eritrocitos los MN se forman en médula sea,
[uego se liberan en sangre periférica y si el sistema reticuloen-
dotelial es eficiente éste sera retirado en muy poco tiempo, de
lo contrario permanecera por un periodo prolongado en sangre
periférica, y es cuando pueden ser visualizados mds facilmente
(Ramirez-Munoz et al. 1999). Un reticulocito es un eritrocito
joven (eritrocito policromatico - EPC) que alin contiene RNA y
son indicadores de eritropoyesis o citotoxicidad, un erC en 24
h se transforma en eritrocito normocromatico, el cual, en las
aves, permanece en circulacién durante 25-28 dias. Por tanto
si se detecta frecuencia mayor de 3 eritrocitos micronucleados
en 10 000 eritrocitos totales (EMN) se considera dafio crénico
y si son EPC micronucleados (EPCMN) muestra dafio ocurrido en
menos de 24 h (Schmid 1975, Zufiga et al. 2001).

Conteo diferencial leucocitario

El principal componente del sistema inmunitario de los vertebra-
dos esta mediado por los leucocitos y en las aves existen cinco
tipos: heterdfilos, eosindfilos, baséfilos, linfocitos y monocitos
(Gershwin et al. 1985). El aumento o disminucion de un de-
terminado tipo de leucocito, ademas de reflejar enfermedades,
también responden al grado de estrés a que estd sometido un
organismo, incluso estrés por malnutricion y pérdida de peso
significativa o un ejercicio fisico extremo (Gershwin et al. 1985,
Maxwell y Robertson 1998). Los eventos estresantes incremen-
tan los heterdéfilos y disminuyen los linfocitos, razén por la cual
la proporcién heterdfilos/linfocitos (H/L) es aceptada como una
medida de respuesta fisiologica de inmunosupresion y estrés
(Davis et al. 2008, Cirule et al. 2012, Genovese et al. 2013).

El propdsito de este estudio fue evaluar la relacion H/L,
frecuencia de EMN, EPN y EPC en sangre del ganso nevado (Chen
caerulescens) para generar valores de referencia y evaluar su
factibilidad como biomonitor ecotoxicolégico.

Métodos
Descripcion del drea de estudio

El sitio de colecta se ubica al noroeste de la ciudad de Duran-
go (24°07'00” N, 104°30720” O vy altitud de 1861 m), forma
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parte de la Unidad de Manejo Ambiental (UMA) del Ejido “El
Arenal” (registro SEMARNAT-UMA-EX0336-DGO), con superficie
total de 5 246 ha, el uso de suelo es agropecuario. La colecta
del ganso nevado (Chen caerulescens) la realizamos en coor-
dinacién con los grupos de cazadores que visitaron la UMA
durante la temporada de caza de diciembre de 2012 a enero
de 2013. Por tanto, la toma de muestras la realizamos en dos
momentos diferentes, una en diciembre (6 organismos) y otra
en enero (12 ejemplares), esto significa que las aves arribaron
a México aproximadamente entre 40 y 80 dias antes de tomar
las muestras. En el sitio de colecta pesamos cada ave (bascula
Torrey Modelo LEQ 10/20, con precisién de 0.02 kg), definimos
la edad como joven o adulto segiin la coloracion del plumaje
y presencia de muda o estado de las plumas primarias. C. cae-
rulescens es una especie cuyas hembras y machos tienen una
fisonomia similar por lo que los sexamos mediante necropsia.
A cada individuo le tomamos una muestra de 0.5 mL de sangre
y realizamos dos frotis de cada ejemplar sobre un portaobjetos
previamente limpio, desengrasado y codificado, dejamos se-
car al aire libre y fijamos en etanol al 80% durante 10 minutos
y posteriormente realizamos la tincién.

Los frotis sanguineos los tefimos con solucion Wright-
Giemsa durante 5 minutos, luego agregamos 10 gotas de tio-
sulfato de sodio y dejamos reposar durante 5 minutos, después
lavamos las muestras con agua destilada y los secamos al aire
libre. Para el conteo diferencial leucocitario y posteriormente
obtener el indice H/L contabilizamos 200 leucocitos por or-
ganismo con el microscopio 100x (zeiss modelo Axiostar plus)
(Maxwell y Robertson 1998, Ontiveros-Garcia 2006).

El andlisis de eritrocitos micronucleados (EMN) y prolon-
gaciones nucleares en eritrocitos (EPN) lo realizamos con dos
tinciones Wright-Giemsa y anaranjado de acridina (tincién al-
tamente especifica para acidos nucleicos, que tine DNA verde
limén y el RNA anaranjado), para el andlisis con la primer tincion
utilizamos el mismo frotis para el diferencial leucocitario, y para
el andlisis con anaranjado de acridina utilizamos el segundo
frotis de cada individuo. Los frotis fijados y tefidos con anaran-
jado de acridina los analizamos con un microscopio equipado
con fluorescencia (100x) (zeiss modelo Axiostar plus). Por cada
tincion cuantificamos 10 000 eritrocitos totales en los que iden-
tificamos la frecuencia de EMN y EPN, y contabilizamos la fre-
cuencia de EpC en 1000 eritrocitos totales (Gémez et al. 2006).

Anadlisis estadistico

Realizamos el andlisis de normalidad de los datos (Shapiro-
Wilk) e igualdad de varianzas (Levene), y calculamos los es-
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tadisticos mas relevantes (promedio, desviacién estandar, ran-
gos) para las variables de estudio como peso de las aves (kg),
didmetro mayor y menor (um) de las células sanguineas, fre-
cuencia de leucocitos y en eritrocitos la frecuencia de EMN, EPN
y EpC. Utilizamos la prueba de Tukey (a=0.01) para realizar las
comparaciones entre las medias de los estadisticos evaluados
para cada sexo. Para todos los andlisis usamos el programa
estadistico Ncss (Hintze 2001).

Resultados

Durante la temporada de caza 2012-2013 en el humedal de
Malaga, Durango, México, colectamos 18 organismos adul-
tos, de los cuales cinco fueron hembras, seis machos y siete
sin sexar porque implicaba hacer necropsia y los cazadores
deseaban conservar las aves. El peso promedio fue de 1.867
+ 0.261 kg, con rango de 1.478 a 2.354 kg, sin diferencias
estadisticas (p= 0.287) entre sexos.

Diferencial leucocitario y relacion H/L
El andlisis del frotis sanguineo de Chen caerulescens nos per-

mitié establecer que los eritrocitos normales fueron las células
mas abundantes, su didmetro mayor fue de 12.68 + 0.89 pm (n=

700, minimo 11 pm y méaximo 15 pm), el didmetro menor fue
de 6.41 £ 0.3 ym (n= 700, minimo de 5 pm y maximo 9 ym), el
nlcleo de estas células es eliptico de contornos regulares, con
diametro mayor de 6.44 + 0.14 pm, por tanto la relacién cito-
plasma-ntcleo es de 1:2. Dentro de los leucocitos observamos
cinco tipos celulares: heteréfilos, los mas abundantes (11.07 +
1.32, 8-13.5 ym), linfocitos (6.53 = 1.0 pm; 4.9-9 pm), eosiné-
filos (9.67 £ 1.26 pm; 6.9-12.3 pm), monocitos (10.49 + 1.36;
7.5-13.2 pm), basdfilos (5.75 + 0.78; 4.1 - 7.3 ym) (Cuadro 1).
La proporcion H/L fue de 0.41 + 0.11, no hubo diferencias sig-
nificativas (p>0.01) entre frecuencia de leucocitos y relacion H/L
(p=0.4825) para organismos de diferente sexo.

Frecuencia de EPC, EMN y EPN

La frecuencia basal de emN fue de 2.63 +1.45 con rango de
0-5. La frecuencia basal de erN fue de 249.25 + 89.74 con
rango de 95 - 458 y en cuanto a la de epC fue de 156.56 +
50.01 con rango de 71- 227 (Figuras 1, 2y 3).

Discusion

Algunos valores hematicos de los gansos se modifican como
resultado de cambios en su estado fisiolégico asociados a su

Cuadro 1. Diferencial leucocitario, frecuencia de microntcleos y prolongaciones nucleares en eritrocitos en el ganso nevado (Chen

caerulescens).
Peso Granulocitos 5‘23%?)" Eritrocitos
g Mon Eos Bas Het Lin EPC EMN EPN
Hembras n=5
Media 1707.60 8.75 8.50 10.75 21.75 51.75 0.42 191.00 2.75 298.00
DE 213.49 2.62 1.29 2.06 4.42 2.98 0.009 28.72 1.26 40.63
Machos n=6
Media 1915.00 9.50 6.66 9.66 19.66 56.00 0.36 164.83 2.83 208.67
DE 278.65 4.72 2.16 3.14 4.67 5.58 0.12 42.30 1.83 94.76
Aves sin sexar n=/
Media. 1939.71 7.33 6.66 11.83 225 52.33 0.44 125.33 2.33 257.33
DE 262.52 1.86 1.96 4.49 4.41 8.04 0.12 54.93 1.37 101.17
General n=18
Media 1867.00 8.50 7.12 10.75 21.25 53.56 0.41 156.56 2.63 249.25
DE 261.44 3.30 1.96 3.43 4.40 6.13 0.11 50.01 1.45 89.74

g gramos; Diferencial leucocitario en 200 leucocitos (Mon-Monocitos; Eos-Eosinéfilos; Bas-Baséfilos; Het-Heterdfilos; Lin-Linfocitos).
En 1000 eritrocitos totales (ET) (EpC- Eritrocitos policromaticos). En 10 000 ET- (EMN- Eritrocitos micronucleados; EPN- eritrocitos con

prolongaciones nucleares).
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Figura 1. Sangre de Chen caerulescens, Eritrocito policromati-
co (erC), Eritrocito con prolongacion nuclear (ePN), Tincién:
anaranjado de acridina (100x).

Figura 2. Sangre de Chen caerulescens, Eritrocito micronu-
cleado (EMN), Tincién: anaranjado de acridina (100x).

Figura 3. Sangre de Chen caerulescens, Eritrocito policromatico
(EPC), Tincién Wrigth-Giemsa (100x).
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comportamiento migratorio (Williams y Trainer 1971), esto po-
dria observarse en fechas cercanas (octubre y noviembre) a su
llegada a los sitios de residencia no reproductiva en México.
La toma de muestras la realizamos aproximadamente entre 40
y 80 dias después del arribo de las aves, y debido a que las cé-
lulas hematicas viven en promedio 28 dias, podemos entender
que nuestros resultados reflejan los factores ambientales pre-
valecientes en el sito de colecta. Sin embargo, seria interesante
determinar la frecuencia leucocitaria, el indice H/L, asi como
la frecuencia de EMN, EPN y EPC al momento del arribo y por
supuesto antes de la migracién en su lugares de origen, inclu-
so evaluar el comportamiento de estos parametros de acuerdo
con su edad aproximada, peso y sexo.

Diferencial leucocitario y relacion H/L

El conteo para el diferencial leucocitario se recomienda entre
100 y 200 células, en este caso cuantificamos 200 leucocitos
por organismo, y estd descrito que los conteos leucocitarios
se modifican en condiciones de estrés, enfermedades y otros
factores (Davis et al. 2008, Cirule et al. 2012, Genovese et
al. 2013). En Chen caerulescens no identificamos alteraciones
en las proporciones ni en la morfologia de leucocitos descrita
para otras especies de gansos y no encontramos hemoparasi-
tos. Sin embargo, reconocemos que para establecer los para-
metros sanguineos de base normal para una especie, es nece-
sario una muestra de mayor tamafo que represente una amplia
gama demografica de los animales, por ello se necesitan mas
evaluaciones para esta especie (Charles-Smith et al. 2014).
Por otro lado, si bien el indice H/L no debe de ser el Gnico
pardmetro para valorar la salud y condicién inmunolégica de
las aves, reconocemos que es un buen indicador de estresores
agudos y crénicos (Alvarez 2010, Cotter 2015). Las aves en
respuesta a factores de estrés aumentan la actividad del eje
adrenal hipotalamo-hipdfisis, dando lugar a concentraciones
elevadas de glucocorticoides, lo que induce a su vez aumento
de la frecuencia de heterdfilos (células equivalentes a los neu-
trofilos de los humanos), y disminucion en los linfocitos, a esta
circunstancia se define como elevado indice H/L (Meer y Oers
2015). Los heteréfilos son la primera resistencia natural contra
infecciones bacterianas y otros agentes (Gross y Siegel 1983,
Cirule et al. 2012) entonces este pardmetro se correlaciona
con inmunosupresion, con bajas tasas de crecimiento, super-
vivencia, niveles elevados de glucocorticoides y estrés.

El indice H/L en C. caerulescens fue de 0.41 + 0.11, dato
similar al descrito por Williams y Trainer (1971) H/L 0.31 y al
de otras especies calificadas como sanas (Cuadro 2). El playero
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Cuadro 2. Relacién heteréfilo/linfocito (H/L) en diferentes especies de aves.

Orden

Famili Especie Caracteristicas indice H/L Referencia
- Familia
Chen caerulescens Migratoria 0.31 Williams y Trainer (1971)
Anseriformes Adulto: 0.34 + 0.3
Anatidae Branta canadensis Residente Juvenil: 0.17 £ 0.1 Charles-Smith et al.( 2014)
Total: 0.32 + 0.3
0.48 Branton et al. (1997)
Gal!lfo!'crines Gallus gallus Doméstica Semanas en aviarios
Pasianidae 18/0.25 Cotter (2015)
77 /0.33
Columblformes Zenaida asidtica Migratoria 1.39 Pérez et al. (2008)
Columbidae
Apod!fprmes Colibri sp. Residente 0.9 Matta-Camacho et al. (2014)
Trochilidae
Escala trofica:
Charadriiformes Calidris canutus rufa Migratoria 0.4 0.1 D’amico (2011)
Scolopacidae Invernada
1.4 +0.1
Laridae Larus argentatus Migratoria 0.48 Fox et al. (2007)
Falconiformes Falco cenchroides Residente 0.39 Clark et al. (2009)
Falconidae
Passeriformes Lanius ludovicianus Residente ©0.88 £1.39 Alvarez (2010)
Laniidae 3 1.04 +£0.90
Paridae Parus major Residente 0.29 Hauptmanova et al. (2002)
Corvidae Corvus coronoides Residente 0.39 Clark et al. (2009)

artico (Calidris canutus rufa) es un ave migratoria que habita
el norte del continente americano cuyo indice H/L es similar
en su época reproductiva (0.4 = 0.1), sin embargo este indice
se modifica durante su estancia invernal (1.4 + 0.1) (D’amico
2011).

Frecuencia de EMN

La formacion de MN es un marcador ampliamente explota-
do para evaluar agentes genotoxicos, pues estas estructuras
pueden ser identificadas sencillamente en cualquier célula
somatica o germinal que se divida. Especificamente en sangre
es factible su uso por la facilidad para obtener la muestra, a la
abundancia de células y no se arriesga la vida del organismo.
En mamiferos los eritrocitos son anucleados, lo que permite
la deteccion de los MN, no obstante en ellos es fundamental
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considerar la funcionalidad del bazo para que un organismo
pueda ser utilizado como biomonitor de genotéxicos, pues en
muchos mamiferos este érgano es el principal responsable de
eliminar glébulos rojos viejos, anémalos o que se encuentran
en mal estado, esto dependiendo de si el bazo es sinusoidal
(altamente vascularizado) o no sinusoidal (Udroiu 2006). En
cambio, en organismos no mamiferos el bazo no compromete
la prueba de MN ya que este 6rgano no es sinusoidal y posee
vénulas fenestradas que permiten que sus eritrocitos nucleados
pasen facilmente (Udroiu 2006). Particularmente en las aves,
el bazo es un 6rgano secundario linfoide muy pequefio, de for-
ma redondeada, se localiza al costado derecho, entre el pro-
ventriculo y el estmago muscular; sus funciones principales
son captar los antigenos circulantes en la sangre, activar los
macrdéfagos y desencadenar la produccion de células plasmati-
cas especificas, y probablemente la funcién de eliminacién de
eritrocitos anomalos o con inclusiones, como los MN, quede
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relegado al resto del sistema reticuloendotelial como serian
macréfagos libres, ganglios o higado (Hernandez 1998).

En este caso el ganso nevado presentd 2.63 +1.45; rango
de 0-5 EMN/10 000 (Cuadro 1), entonces sugiere que es un
organismo con bazo no sinusoidal y que el resto del sistema
reticulo endotelial no es lo suficientemente eficiente como para
remover de la circulacion todos los eritrocitos viejos, anémalos
o con inclusiones, por lo tanto podria ser un organismo ideal
para ser utilizado con fines de monitoreo ambiental nacional
y trasnacional. En un estudio en el que incluyeron mamife-
ros, reptiles y aves, describen ausencia de emN en C. caerules-
cens (Cuadro 3), no obstante en esa ocasion sélo se utilizaron
muestras de aves en cautiverio y dos organismos en vida sil-
vestre (Zuhiga et al. 2001). En ese mismo estudio se proponen
como monitores aquellos organismos que presentaron mas de
3.5 EMN/T0 000 eritrocitos totales y consideran que la edad del
organismo es importante, ya que al menos en la ardilla gris la
frecuencia de EMN espontaneos es mas abundante, dato que
posteriormente corroboran mediante un estudio experimental
(Zaniga et al. 2001). Por otro lado, en el perico atolero (Ara-
tinga canicularis) la frecuencia de emN fue 3/10 000, dato muy
similar al del ganso nevado, y al ser expuesto a genotoxicos
la frecuencia se incremento6 hasta 6/10,000 EMN (Gomez et al.
2006). Es recomendable realizar la exploracion de MmN en las
diferentes familias de aves y detectar aquellas que posean
un sistema reticulo endotelial deficiente para poder identifi-
car facilmente los EMN espontaneos o inducidos y poder pro-
poner biomonitores de agentes genotéxicos ambientales.

Frecuencia de PN

Los eritrocitos de las aves son tipicamente elipticos con ntcleo
central, pero con frecuencia la morfologia nuclear muestra va-
riantes, como nucleos simétrica y asimétricamente constrefiidos,
bilobulados, binucleados y microlobulados (Clark et al. 2009).
Al igual que los MN, estas alteraciones son consideradas como

potenciales marcadores de genotoxicidad (Serrano-Garcia y
Montero-Montoya 2001, Gémez et al. 2006); por ejemplo, en el
perico atolero (A. canicularis), se le administré una inyeccion in-
tracoelomica de 4 mg/kg mitomicina-C, y observamos incremen-
to paralelo tanto en los EMN (0 horas 2.89+ 2.4/72 horas 6.09 +
2.5) como en los EPN (0 horas 8.89 + 6.8/72 horas 14.29+4.4), por
lo tanto ambos pardmetros deben ser considerados en estudios de
toxicologia genética ambiental (Gémez et al. 2006).

En el ganso nevado el promedio de PN fue de 249.25 +
89.74 /10 000 €T, pero no existe informacién previa que permita
comparar nuestros resultados. Sin embargo, el promedio de EPN
obtenido es superior al compararlo con los valores encontrados
en otras especies de aves (Cuadro 4), lo que sugiere que este
biomarcador podria ser muy sensible en estudios toxicoldgicos.
En nuestros resultados el nimero de emN fue menor al ndmero
de ePN, lo cual es consistente con los experimentos realizados
con la especie A. canicularis, y que la frecuencia de estas dos
anormalidades se incrementa de forma paralela (Gémez et al.
2006). En el estudio con el pagalo antartico (Catharacta mac-
cormicki) la cantidad de epN fue diez veces superior a la de EMN
(Krusa y Bezrukov 2007). Este comportamiento sugiere que la
formacién de epN puede deberse a un espectro de factores mds
amplio que las que originan la formacion de los emN (Gomez et
al. 2006). Una consideracién importante que se observa en los
estudios citados (Cuadro 4) es que los valores de EPN tuvieron
una gran variabilidad ocasionada posiblemente por tratarse de
aves de diferente sexo, edad y peso, lo cual se relaciona con la
madurez del sistema reticulo endotelial de las aves y a su capa-
cidad para remover células danadas de la circulacién.

Eritrocitos policromdticos con micronticleos y prolongaciones
nucleares

En aves el periodo de vida de un eritrocito es de 25 a 28 dias
(Dukes y Swenson 1981), promedio menor al de los mamiferos
que es de 120 dias aproximadamente, esto confiere la posibi-

Cuadro 3. Eritrocitos micronucleados (EMN)/10 000 ET en diferentes especies de aves.

Especie Promedio +DE n Referencia

Chen caerulescens 0 2 Zuhiga et al. (2001)
Anas platyrhynchos 0.20 8 Zuhiga et al. (2001)
Anas clypeata 1.45+2.06 20 Ross-Munoz (2011)
Anas acuta 1.71£1.70 22 Ross-Munoz (2011)
Aratinga canicularis 3.0£3.6 7 Gomez et al. (2006)
Catharacta maccormicki 0.07 +0.3 162 Krusa y Bezrukov (2007)
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Cuadro 4. Prolongaciones nucleares (EPN) descritos en diferentes especies de aves.

Promedio +DE

Especie N 10 000 ET Referencia

Anas clypeata 20 47.75+50.89 Ross-Mufioz 2011
Anas acuta 22 20.81«1.76 Ross-Muiioz 2011
Aratinga canicularis 7 12.8 +21.4 Gémez et al. 2006
Catharacta maccormicki 162 0.71 +£1.02 Krusa y Bezrukov 2007

lidad de realizar estudios a corto plazo. No obstante es nece-
sario identificar los posibles efectos genotdxicos en plazos
mucho mas cortos, y es cuando son (tiles los valores de EpC
con micronucleos (EPCMN). Pero no todas las especies animales
tienen epC, afortunadamente el ganso nevado tiene muy bue-
nas frecuencias de ErC 156.56 = 50.01/1000 eritrocitos totales.
No se observaron EPCMN y EPCPN en los 16 organismos anali-
zados. La presencia de estas anormalidades se sugiere que su-
cede durante la exposicién crénica (niveles elevados de xeno-
bidticos y periodos de tiempo prolongados) a ciertas sustancias
contaminantes (Navarro y Benitez 1995).

El ganso nevado (Chen caerulescens) es un organismo que
puede ser considerado como buen candidato a biomonitor
ambiental debido a la frecuencia basal de su relacion H/L, EMN,
EPN y EPC, pero debe probarse en condiciones estandarizadas
y a través de estudios en zonas con y sin contaminacion. De
manera complementaria se requiere hacer estas mismas de-
terminaciones en especies de aves antes de la migracion, asi
como a individuos de diferentes edades.
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