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GENOTOXICIDAD DEL CLORURO DE MERCURIO EN DOS ESPECIES ICTICAS
(Prochilodus magdalena& Oreochromissp.)

GENOTOXICITY OF MERCURIC CHLORIDE IN TWO ICTIC SPECIES
(Prochilodus magdalena®ND Oreochromissp.)

Mercedes PefialozaMauricio Camargd y Jaime Palacio

Resumen

El ensayo de micronucleos (MN) en células sanguineas de peces ha mostrado ser una técnica Util para evaluar genotoxicidad
in vivoy para biomonitorear in sita calidad de aguas en ecosistemas continentales.

Mediante el test de MN se evaluo la genotoxicidad del cloruro de mercuriolHgjolcondiciones controladas, y en dos
especies icticas, una nativa y otra introducida a ColorRieehilodus magdalenagocachico) yOreochromissp.
(tilapia), respectivamente.

Tres lotes de veinte ejemplares de cada especie se expusieron a tres concentraciones subletal¢® @@1Hg 003,

0.027 mg/l) durante siete dias, acompafiados de un lote control no expuesto. Diariamente se reemplaz6 el aguay se reajusté
la concentracion de la sal mercurial. Se tomaron muestras de ambas branquias en dos especimenes de cada lote y en ellas
se cuantifico el promedio de MN/1.000 eritrocitos.

Los resultados mostraron un claro efecto de dosis y al tiempo de exposicion (p < 0.05 a p < 0.0001). Ademas, indicaron
gue la especie nativa (bocachico) es mas sensible que la foranea (tilapia) a este genotéxico. Por consiguiente, se recomienda
el uso del bocachico como especie centinela potencial para el biomonitoreo genotéxico de contaminantes ambientales
acuaticos, en particular para cuencas en donde habita esta especie o donde predomina este tipo de contaminacion.

Palabras clavegenotoxicidad, xenobiético, micronucleos, alteraciones cromosémicas, especi®nmathitgdus

Abstract

The micronucleus (MN) genetic test in fish blood cells has been used as a reliable techniquie, Yortbealuation of
genotoxicity andn situbiomonitorting of water quality in continental ecosystems.

This research was conducted with the purpose to evaluate the usefulness of a native and anintroduced ictic specie to
Colombia Prochilodus magdalenaandOreochromissp, respectively), to evaluate genotoxicity of a common water
pollutant (mercury chloride) under controled conditions.

Three lots of fish, each contaning twenty individuals were exposed to sublethal concentrations (.6@10.003,
0.027 mgl/l). A fourth lot of untreated individuals was included as control.

Cytogenetic slides were prepared each day from both gills from two individuals and the average number of MN/1.000
erythrocytes was recorded. Results indicate a clear dosage and exposure time effect (p < 0.05 to p <0.0001). Furthermore,
the results evidenced that the native specie (bocachico), is more sensitive tgethg@ixicity than tilapiagreochromis

sp.). Therefore, we recommend the use of bocachico as a potential centinel specie for the biomonitoring of water contaminants,
particularly in hydrographic valleys predominantly inhabited by this specie and/or polluted by this common water
contaminant.
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INTRODUCCION toxicidad, en los que no se observo incremento
de alteraciones cromosémicas ni micronucleos
El mercurio es un elemento toxico que puede ser (Franchiet al, 1994; Pand&t al, 1992; Poon-
liberado a la atmdsfera de manera natural por gothaiet al, 1996; Sanchez-Gal&t al, 1998).
degradaciones en la corteza terrestre y en los Pero en otro estudio llevado a cabo en India, tam-
océanos (Leyva y Luszczewski, 1998). En sus bién con personas que consumieron pescado
diversas formas inorganicas y organicas es usa- contaminado, se observé lo contrario (Al-Sabti,
do por el hombre en la manufactura de equipos 1995; Leeet al, 1997; Zhou y Wong, 2000).
eléctricos y de medicion, pinturas, pesticidas,
drogas y mineria (amalgamamiento del oro), con Los peces pueden servir como organismos “cen-
el agravante de que sus residuos o productos lixi- tinela” para indicar la exposicién potencial de la
viados son arrojados a las aguas naturales (Bi- poblacion humana a contaminantes quimicos en
linski et al, 1999; Claxton, 1998; Ferrdat al., el agua, como el mercurio (Al-Saleti al., 1994;
2001; Lu y Jaffe, 2000; Odeigah y Osanyinpeju, Belpaemeet al, 1996; Dashwood y Bailey, 1998;
1995; Pandeet al., 1992; Sancheet al, 1998). Ferrdoet al, 2001; Godet, 1996; Southworét
En Colombia esta practica es comun. al.,, 1995). La ventaja de utilizar los peces como
sistema modelo es que pueden ser usados en el
El mercurio tiene la capacidad de acumularse a laboratorio y responden a xenobiéticos de ma-
lo largo de la cadena alimentaria en los tejidos nera similar a los vertebrados superiores (Al-Sa-
animales expuestos a este metal, especialmentebti y Metcalfe, 1995; Belpaemet al., 1998;
en peces (Cossa, 1995; Leyva y Luszczewski, Pandrangiet al, 1995). Pero debido a que los
1998; Staryet al, 1980; Waalket al, 2000). peces tienen gran nimero de cromosomas y és-
Asi, la alimentacion se constituye en una de las tos son pequefios e irregulares, no es facil detec-
formas de exposicion indirecta mas frecuentes tar en ellos alteraciones cromosémicas mitéticas;
del hombre a este xenobidtico (Al-Sabti y Me- por tanto, para detectar clastogenicidiadvivo,
tkalfe, 1995; Mitchelmore y Chipman, 1998). Los la literatura cientifica recomienda emplear el test
efectos genotoxicos reportados del mercurio son de microntcleos (Al-Sabti y Metcalfe, 1995;
contradictorios, ya que no induce mutacion en Berceset al, 1993; Garriottet al, 2002).
bacterias pero ejerce efectos aneugénicos y clas-
togénicos en eucariotas, tales como incremento Las diferencias interespecificas respecto a la ge-
de aneuploidias y del nimero de microntcleos notoxicidad del mercurio y a la frecuencia de

tanto in vitro (células CHO) comim vivo (en microndcleos en peces, puede deberse a que hay
peces) (Aardemat al., 1998; Al-Sabti, 1994, variaciones en cuanto al metabolismo de xeno-
1995; De Floreet al, 1994; Léonaratt al, 1983; bidticos, reparacion del DNA y proliferacion ce-
Minissi et al., 1996; Nepomucenet al, 1997; lular en el érgano blanco (Al-Sabti y Metcalfe,

Southworthet al, 1995). Los compuestos mer- 1995; Kirkland y Muller, 2000; Pandat al.,,
curiales inorganicos también inducen la forma- 1989). Por tanto, para utilizar peces en biomoni-
cion de especies reactivas de oxigeno y reducentoreo ambiental es necesario desarrollar investi-
la glutation en células de mamiferos, lo cual dis- gaciones tendientes a caracterizar la sensibilidad
minuye la capacidad de detoxificacion de este de diversas especies de peces expuestos a xeno-
metal y se aumenta la frecuencia de mutaciones biéticos, en relaciéon con la frecuencia de micro-
(De Floraet al, 1994; MacGregoet al, 2000; nucleos y en relaciéon con la ictiofauna nativa o
Oguraet al, 1996). En trabajadores expuestos a mas frecuente en los ecosistemas acuaticos exa-
diversas formas organicas e inorganicas de mer- minados (Al-Sabti, 1994; Browret al., 1994;
curio, se ha reportado aumento significativo de Hayashiet al., 1998; Koppe y Torres, 2000).
intercambio de cromatidas hermanas (ICH) (Fran-

chi et al, 1994). Sin embargo, hay otros reportes La presente investigacién se disefié con el pro-
de resultados negativos en relacion con la geno- pésito de evaluar el potencial genotoxinovivo
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del cloruro de mercurio (Hgg)l empleando el test  vino fetal. Los cultivos fueron mantenidos en cre-
de micronucleos en eritrocitos nucleados de dos cimiento exponencial, a 37°C en atmoésfera hu-
especies icticas (bocachi€ochilodus magdale- ~ meda con CQal 5%.

nae Yy tilapia rojaOreochromissp.) Se emplearon

células CHO como prueba control in vitro. Prueba de alteraciones cromosdmicas con cé-
lulas CHO. Los extendidos cromosémicos se

METODOLOGIA obtuvieron a partir de cultivos exponenciales sub-
confluentes (por duplicado) pretratados con col-

Obtencién y aclimatacion de peceslLas espe- chicina (0.4 mg/ml) durante cuatro horas, y

cies utilizadas fueron alevinos de bocachico y ti- coloracion directa con Giemsa al 4% durante cin-
lapia roja, obtenidos de la estacién piscicola de co minutos. La estabilidad cromosémica se eva-
la Universidad de Antioquia (San José del Nus, lu6 en 50 mitosis contando el nimero de
Antioquia). Durante el periodo de aclimatacién cromosomas por célula. La clastogenicidad se
de dos semanas, los peces de cada especie sevalué en 100 mitosis, clasificando las alteracio-
mantuvieron en acuarios de 200 | con control dia- nes en quiebres cromatidicos, quiebres cromoso-
rio de intensidad luminica, temperatura, @- micos, cromosomas dicéntricos, anillos y figuras
suelto, pH y dureza total del agua. Cada especie multirradiadas (ICPEM, 1988).
se mantuvo en acuarios independientes.

Los cultivos celulares fueron tratados con dosis
Prueba de micronacleos (MN) en peced.os de 1, 5y 10uM equivalente a 0.27, 1.35y 2.7
peces fueron desmedulados mecanicamente y lasmg/l de HgC} durante 24, 48 y 72 horas.
muestras de sangre se obtuvieron de branquias
para hacer extendidos sanguineos en portaobje-Andlisis estadistico.Cada uno de los tratamien-
tos (duplicados) que luego se tifieron con Giem- tos se sometioé a una prueba de chi cuadrado para
sa al 5% por seis minutos (Al-Sabti y Metcalfe, hallar la significancia de la diferencia entre las
1995). La frecuencia de micronucleos se deter- medias de cada dosis y respecto a la media del
miné con base en 1.000 células por cada tejido grupo control.
del pez.

RESULTADOS
Tratamiento de peces con cloruro de mercurio
(HgCl,). Los tratamientos de cada grupo de diez Clastogénesisn vivo con cloruro de mercurio
individuos de cada especie se realizaron en acua-(HgCl,). En la tabla 1 se observan las frecuen-
rios independientes de 40 |, con 0.001, 0.003 y cias de micronucleos inducidos por Hg€h eri-
0.027 mg/l de cloruro de mercurio (HgEdu- trocitos de sangre branquial de bocachico y tilapia
rante siete dias. Estas dosis se determinaron aroja en funcion de la dosis y el tiempo de exposi-
partir de estudios previos de toxicidad (APHA, cion. En ambas especies es claro el efecto de do-
1989). Para mantener constante la concentraciénsis del HgCJ a concentraciones de 0.001, 0.003
de la sal de mercurio, cada dia se hizo recambioy 0.027 mg/l En bocachico, la concentracion
del agua y se ajusto la dosis en los grupos corres-menor incrementa los MN hasta cinco veces en
pondientes. Cada tratamiento se hizo por dupli- relacion con el control a los siete dias. En fun-
cado. El grupo control conté con la misma cion del tiempo, también se observa un incremen-
cantidad de individuos. to de MN con cada una de las concentraciones.

Con la dosis de 0.001 mg/l, el aumento de MN
Cultivo de células CHO. Las células CHO fue- empieza al sexto dia con una diferencia signifi-
ron cultivadas en medio Ham’s F-12 suplemen- cativa de p < 0.05, y con las otras dosis al tercer
tado con glutamina 2 mM, 100 U/ml de penicilina, dia con una diferencia significativa de p < 0.01,
100 pg/ml de estreptomicina y 10% de suero bo- con respecto al control.
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En tilapia roja se observa que a las concentracio- aumenta la dosis de HgCllo que evidencia el
nes de 0.001 y 0.003 mg/l, el incremento méaxi- efecto de dosis respuesta (figura 1A). De otro lado,
mo en la frecuencia de MN fue de tres veces con en relacion con el tiempo de exposicion al HgCl
relacion al control, y con la concentracion de (24, 48 y 72 horas), el comportamiento fue simi-
0.027 mg/l el incremento fue de cuatro. En rela- lar. Los indices mitéticos también evidenciaron
cién con el tiempo de recuperacion de células disminucién en relacidon con el tiempo de expo-
dafadas, las dosis de 0.001 y 0.003 mg/l incre- sicion (figura 1B).

mentan el nimero de MN al segundo dia de tra-

tamiento con respecto al control (p < 0.05). Con DISCUSION

la dosis mayor (0.027 mg/l) se observa el maxi-

mo incremento en la frecuencia de MN hasta el El HgCl, indujo MN en ambas especies, en todas
dia cuarto de tratamiento y luego empieza a dis- las concentraciones ensayadas y en los diferen-
minuir hasta tres veces en relacién con el con- tes tiempos examinados. Se encontrd relacién
trol. Con las otras dos dosis, el incremento de MN directa con el tiempo de exposicion, asi: en bo-

en funcién del tiempo no sobrepasa 2.5 veces el cachico, hasta el dia 7, y en tilapia hasta el dia 4,
del control. seguido de una moderada disminucién. Incluso

con la dosis minima (0.001 mg/l) el incremento
En ambas especies se observa que el incrementade MN fue cinco y tres veces mayor en bocachi-
de MN inducido por las dosis mas bajas tiende a co Y tilapia, respectivamente, en relacion con el
mantenerse o aumentar, mientras que con la do-control. Este hallazgo se podria explicar como
sis mas alta aumenta en bocachico y disminuye un efecto de la exposicion cronica y constante

en tilapia con el tiempo (tabla 1). durante siete dias, que generaria acumulacion de
dafo incluso a bajas dosis, debido posiblemente
Clastogénesis in vitro(células CHO) con HgCl. a un desequilibrio en los mecanismos de detoxi-
En la tabla 2 se muestran las frecuencias de alte-ficacion al genotdxico, que impide que el orga-
raciones cromosomicas inducidas por HgQ- nismo lo elimine sustancialmente, generando de

10 mM, equivalentes a 0.27-2.7 mg/l) en células esta manera una dosis dafiina acumulada. Esta
CHO. Las alteraciones cromosémicas (AC) en- observacion de acumulacion de dafio por expo-
contradas fueron quiebres cromatidicos y cromo- sicionin vivo a pequefias dosis de un mutageno
sémicos que se incrementan a medida que es muy interesante, teniendo en cuenta que el

Tabla 1. Promedios de frecuencias de MN/1.000 eritrocitos de sangre branquial de bocachico y tilapia roja después de diferentes
tiempos de exposicion a HgCl

Tiempo en dias durante el tratamiento

Especie Dosis 1 2 3 4 5 6 7
(mg/l)
X+ DS
Bocachicg 0 3.1%0 3.1%0 3.1+0 3.1%0 31+0 310 31+0
0.001 4.5 + 0.7 4.5+ 0.7 50zx0 4.5+ 0.7 6.0 £ 1.4% 11.0 £ O*F 15.0 £ O*4*

0.003 50+£28 75+217 10.0+0% 10.5+21*% 10.01x4* 13.0 £ O*** | 18.5 £2.1%%**
0.027 | 7.5+0.71 75+21% 11.0%4*| 11.0+2.8* |15.5 +£0.7*** [16.0 £ 1.4*** |17.5 £ 0.7****

Tilapia 0 5014, 5014 50+14 50+14 50+14 50+14 50+14
0.001 50+14 95+0.77 9.0+ 1.4 10.0 £ 0% 8.0+14 10.0 £ 0 1208
0.003 6.5+0.7 1258.7*| 13.0+1.4* | 12.5+0.7* 10.5 £3.5% 11.5+£2.1* 13.0£7*

0.027 | 7.0+1.4 16.0.2.8%| 17.0 £4.2% |20.0 £+1.4*** | 155 £3.5% | 155+4.9% | 13.0+1.4*
*p < 0.05; ** p < 0.01; ** p < 0.001; *** p < 0.0001
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Tabla 2. Porcentajes promedios de frecuencias de alteraciones Aunque los ensayo'm Vivo con tilapia y boca-

cromosomicas (AC/100 mitosis) inducidos en células CHO por chico no

exposicion a HgCl

Horas de tratamiento
Dosis 24 48 72
de HgCJ (mg/l)
X+ DS
0 0.2+£0 0.2+£0 0.2+£0.5
0.27 2.5+ 0% 2.0 £ 0% 3.0+ 0.5*
1.35 3.0+1.41* 20+£1.41% 25+£0.7
2.7 40+1.41* 5.0+1.41* 35x212*
*p <0.001

permiten diferenciar si el Hg@s clas-
tdgeno, anéugeno o ambos, los experimentos
adicionales con células CHO indican claramente
gue es clastogénico ya que mostro efecto de do-
sis a diferentes concentraciones y tiempos de ex-
posicién. Ademas, estos hallazgos estdn apoyados
por otros reportes (Belpaena¢ al, 1996; Ben-
Ozeret al, 2000; Bologneset al, 1999; De Flo-

ra et al., 1994; Kersteret al, 1999; Leeet al,
1997; Madleet al, 2000; Marzin, 1997; Migliore

et al, 1996; Miller et al, 1997). Finalmente, y
aunque aun no son claras las bases moleculares

hombre esta expuesto continuamente a pequefiasl® & genotoxicidad mercurial a nivel cromoso-

dosis de mutagenos ambientales (aire, agua, ali-Mico (clastogénico) o a nivel de nucleotidos del
mentos, etc.) y en los sitios de trabajo (exposi- DNA (Ben-Ozeret al, 2000; Schurzt al, 2000;

cién ocupacional).

Waalkeset al., 2000;), y teniendo en cuenta las
diferencias en sensibilidad al HgQdbservadas

De otro lado, los hallazgos indican que el bocachi- €ntre estas dos especies, se puede recomendar la
CO es mas sensible que la t||ap|a a esta sal de mercuutilizaCién del bocachico como eSpeCie centinela
rio, lo cual podria basarse en varios mecanismos. Para el biomonitoreo de aguas contaminadas con
El bocachico es una especie nativa no manipuladaeste metal pesado, y en las hidrocuencas en don-
genéticamente, mientras que la tilapia es un hibrido de habita esta especie nativa colombiana.

manipulado. Esto podria generar diferencias en los

mecanismos de detoxificacion y reparacion a los AGRADECIMIENTOS

efectos genotoxicos de metales pesados. También

pueden existir diferencias en los mecanismos de se-Esta investigacion fue financiada con fondos de
gregacion mitética, al parecer relacionados con la 12 Universidad de Antioquia (CODI) adjudicados
afinidad de compuestos mercuriales a los grupos & l0s grupos de Genética de Poblaciones y Muta-
sulfhidrilos presentes en proteinas de uso mitético carcinogénesis, y Gestion y Modelamiento Am-

(Bolognesiet al, 1999; Bucioet al, 1999; Fenech,
1993; Krishna y Hayashi, 2000; Léonast al,
1983; Scarfiet al, 1993).

biental, coordinados en su orden por los
profesores Mauricio Camargo y Jaime Palacio,
gue fueron asesores del proyecto.

——z4
]
—k— 77

Promedio de Alteraciones

Cancentracion HaCl2 (uM)

—+—24
-4
—&— 72

Indice mitdtice
F-

——

4 &5 & 7 B

Cancentracion Hgll2(uM)

Figura 1. Alteraciones cromosomicas (1A) e indices mitoticos (1B) en cultivos in vitro de células CHO
expuestas a tres concentraciones de Hg@M, 5 uM, 10 uM) y tratados durante 2448 my 72 A horas.
Se representa la media de dos experimentos independientes
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