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RESUMEN

Los micronucleos corresponden a uno de los marcadores de biogenotoxicidad mas
estudiados los que forman a partir de la exposicion a agentes toxicos presentes en el
ambiente que poseen afinidad por el material genético. Estos actuan sobre las proteinas
involucradas en el proceso de division celular como asi también en el mismo material
genético, causando en ambas instancias dafo directo y fomentando la inestabilidad
gendmica, siendo una de las consecuencias detectables de este fenémeno, es la
generacion de material genético independiente al nucleo de la célula bajo una estructura
que se ha denominado micronucleo detectable en el citoplasma de la célula afectada.
Estos tdxicos ambientales suelen derivar de actividades antropogénicas que
contaminan diversos ecosistemas, tanto terrestres como acuaticos. Por lo tanto, el
analisis de calidad de agua se ha convertido en una importante herramienta para estimar
genotoxicidad, la que puede ser evaluada mediante el conteo de micronucleos,
considerando, en este contexto, que la fauna acuatica esta en constante y estrecho
contacto con agentes genotéxicos. El presente estudio de caracter experimental
transversal tiene como intencién evaluar la presencia de micronucleos en eritrocitos
periféricos de Carassius auratus como biomarcador para la estimacion de la
genotoxicidad, para esto se sometieron 30 especimenes divididos en grupo control y
experimental de Carassius auratus en condiciones de laboratorio a aguas contaminadas
con efluentes de plantas de celulosa en el rio Biobio, ubicado en la zona sur de Chile.
El periodo de experimentaciéon tuvo una duracién de 15 dias en los cuales se
establecieron intervalos puntuales para la medicion de los parametros fisicoquimicos de
las aguas y extraccion de sangre periférica de los individuos sometidos al experimento.
Luego de evaluar la cantidad de micronucleos no se lograron establecer diferencias
significativas entre grupo control y grupo experimental a la formaciéon de micronucleos,
tampoco se encontraron células con una cantidad mayor a 1 micronucleo en el
citoplasma. Se encontraron anormalidades nucleares por lo que, aunque no fue posible
estimar la genotoxicidad de las aguas del rio Biobio, tampoco fue posible descartarla,
en consecuencia, se sugiere complementar el test de micronucleos con otros estudios
con el fin de obtener resultados mas precisos en la estimacion de genotoxicidad. Futuras
evaluaciones sobre la sensibilidad de diferentes especies acuaticas frente a distintos
parametros para medir genotdxicos nos ayudaran a tener mas claridad respecto a la
magnitud y el impacto de la contaminacion en estos ecosistemas.

Palabras clave: Genotoxicidad, biomarcador, micronucleos, peces, agua.
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ABSTRACT

Micronuclei correspond to one of the most studied biogenotoxicity markers, forming as a
result of exposure to toxic agents present in the environment that have an affinity for
genetic material. These agents act on the proteins involved in the cell division process
as well as on the genetic material itself, causing direct damage in both instances and
promoting genomic instability. One of the detectable consequences of this phenomenon
is the generation of genetic material independent of the cell nucleus, under a structure
called a micronucleus, which is detectable in the cytoplasm of the affected cell. These
environmental toxins often derive from anthropogenic activities that contaminate various
ecosystems, both terrestrial and aquatic. Therefore, water quality analysis has become
an important tool for estimating genotoxicity, which can be evaluated by counting
micronuclei, considering that aquatic fauna are in constant and close contact with
genotoxic agents. This cross-sectional experimental study aims to evaluate the presence
of micronuclei in the peripheral erythrocytes of Carassius auratus as a biomarker for
estimating genotoxicity. To this end, 30 specimens were divided into control and
experimental groups of Carassius auratus under laboratory conditions and exposed to
water contaminated with effluents from pulp mills in the Biobio River, located in the
southern zone of Chile. The experimental period lasted 15 days, during which specific
intervals were established for measuring the physicochemical parameters of the waters
and extracting peripheral blood from the individuals subjected to the experiment. After
evaluating the number of micronuclei, no significant differences could be established
between the control group and the experimental group in micronucleus formation.
Additionally, no cells were found with more than one micronucleus in the cytoplasm.
Nuclear abnormalities were found; thus, although it was not possible to estimate the
genotoxicity of the Biobio river. waters, it was also not possible to rule it out.
Consequently, it is suggested to complement the micronucleus test with other studies to
obtain more precise results in estimating genotoxicity. Future evaluations on the
sensitivity of different aquatic species to various parameters for measuring genotoxins
will help us better understand the magnitude and impact of contamination in these
ecosystems.

Keywords: Genotoxicity, biomarker, micronuclei, fish, water.
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1. INTRODUCCION

El analisis de calidad de agua mediante el uso de especimenes acuaticos como
bioindicadores ofrece respuestas precisas respecto al estrés ambiental, al igual que
ofrece una sefial de alerta ante posibles desbalances medioambientales (Viana et al.,
2022). La creciente demanda y excesiva explotacion de los recursos naturales afecta a

estos en una escala tanto global como local (Maurya y Malik, 2019).

1.1 Aplicacién de bioindicadores en la monitorizacion ambiental

El término “bioindicador”, también conocido como “biomarcador”, fue definido por el
Commute on Biological Markers of the National Research Council (NCR) como “senales
indicadoras en sistemas biolégicos o muestras expuestas a quimicos” (Schlenk, 1999).
Estos biomarcadores proveen informacion valiosa en diversos campos de estudio y son
usados para medir distintos parametros relacionados con respuestas fisioldgicas
tempranas a niveles tisulares, celulares y bioquimicos frente a la exposiciéon a

compuestos quimicos (Quiroz-Jara et al., 2021).

1.2 Contaminacion en cuerpos de agua

Rios, estanques, lagos y mares estan contaminados con una variedad de desechos
sélidos y liquidos (Walia et al., 2015). Muchas veces, estos contaminantes corresponden
a quimicos inorganicos que son considerados toxicos para la biota acuatica, los cuales
proceden de la actividad antropogénica que amenaza la bioestabilidad de los
ecosistemas (dos Santos et al., 2020). Estos compuestos podrian bioacumularse
causando serios problemas para organismos acuaticos que los incorporan a través
tramas tréficas como para los humanos que los consumen, constituyendo una amenaza
para la salud (Ardeshir et al., 2017; Viana et al., 2022; Walia et al., 2015).

Actividades como la mineria, manufactura, uso de fertilizantes y pesticidas forman parte
de las cinco principales fuentes de contaminacion en los distintos continentes (Zhou et

al., 2020). La presencia de estos quimicos en contacto directo con peces podria tener
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una accion genotoxica, ya que tienen afinidad por unirse al material genético, causandole
dafio (dos Santos et al., 2020). Es importante destacar que esta accion genotdxica es

detectable inclusive en concentraciones subletales (Gutiérrez et al., 2014).

Estos componentes genotdxicos al estar presentes en el agua son capaces de causar
numerosos cambios y desbalances ambientales que promueven la reduccion de la fauna
nativa e incluso llevar al colapso de estos ecosistemas en el cual dicho deterioro
contribuiria aun mas a la disminucion en la calidad del agua en los ecosistemas (Viana
et al., 2021; Guerra et al., 2020).

1.3 Formacién de micronucleos

Los genotdxicos actuan sobre las proteinas involucradas en el proceso de divisidn celular
causandole dafio a estas mismas, lo que se logra gracias a una variedad de mecanismos
descritos los cuales causan la pérdida de la integridad gendmica, al igual que formacion
de micronucleos (MN) y anormalidades nucleares (Canedo et al., 2021; Fenech et al.,
2020).

Los MN fueron inicialmente conocidos como cuerpos de Howell-Jolly, los cuales fueron
primeramente descritos en reticulocitos humanos por los hematélogos William Howell en
1980 y Justin Jolly en 1905 (Guo et al., 2019). Estos micronucleos son pequefos
compartimientos ubicados en la region perinuclear los cuales contienen ADN
encapsulado por un sobre nuclear, que se encuentra separado espacialmente del nucleo
primario (Krupina et al., 2021). La formacion de estos MN inicia a partir de la
condensacion de fragmentos cromosdémicos inclusive el mismo cromosoma entero, que
no se encuentra participando en la etapa de anafase mitética a causa de disfunciones o
rompimiento del huso, en consecuencia, este fragmento o cromosoma completo después
de la telofase aparece como un nucleo secundario el cual es mas pequefio que el nucleo
principal y es llamado “micronucleo” (Walia et al., 2015).

El test de MN, utilizado principalmente para la monitorizacién de dafo genotoxico, se ha
convertido en uno de los métodos mas usados para la deteccion y evaluacion de efectos
mutagénicos causados por agentes quimicos, ya que corresponde a uno de los test mas

factibles, confiables y mejor establecidos (Sommer et al., 2020; Walia et al., 2015;
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Schmid, 1975), el cual tiene la habilidad de identificar la genotoxicidad de un amplio
rango de componentes toxicos, detectando tanto efectos augénicos como clastogénicos
(Hussain et al., 2018), siendo apropiado para evaluar dafno en el ADN inclusive a niveles
bajos de contaminacién (Abdel-Khalek et al., 2020 citado de Gadhia et al., 2016).

1.4 Evaluacién de genotoxicidad acuatica con micronucleos

Aunque el test de MN fue originalmente desarrollado para su aplicacién en ratas, fue
subsecuentemente modificado para su aplicacion en peces por los autores Hooftma y
De Raat en el afio 1982 (Ayllon y Garcia-Vazquéz, 2000).

El test de MN en peces esta basado en analizar la frecuencia de pequefos nucleos
anormales en eritrocitos (que poseen nucleo, a diferencia de los mamiferos) (Guo et al.,
2019 citado de Fenech et al., 2019). No existe una metodologia especifica para testear
MN y anormalidades nucleares en peces, pese a su amplia utilizacion como una forma
de determinar y evaluar efectos mutagénicos inducidos por contaminantes en
condiciones de campo y laboratorio (Canedo et al., 2021).

Los miembros de la familia Cyprinidae, son modelos animales implementados para
estudios de genotoxicidad y potencial genotdxico, debido a que estos especimenes
permanecen en constante contacto con el agua, son de facil disponibilidad y poseen una
remarcable capacidad para soportar estrés, facilitando una via temprana de advertencia
ante toxicos, con la capacidad de inducir alteraciones y provocar degradaciones
ambientales (Walia et al., 2015; Hussain et al., 2018). Estas especies centinelas se usan
como indicadores debido a sus respuestas moduladas e integradas a xenobibticos
ambientales (Gutiérrez et al., 2015).

El uso de peces enjaulados ha sido ampliamente utilizado en programas de
biomonitorizaciéon para evaluar efectos contaminantes en biotas acuaticas y como
referencia a comparacion con peces silvestres para estimar genotoxicidad (Silva et al.,
2021; Hussain et al., 2018). Parte de estos estudios han sido efectuados en especimenes
de Carassius auratus y en otros miembros de la familia Cyprinidae para la evaluacion de
MN, ya sea en ambientes naturales como artificiales, donde se sefala que el uso de

exposicién enjaulada y en acuarios corresponde a una estrategia adecuada para



monitorear agentes genotoxicos en ecosistemas de agua dulce (Klobucar et al., 2010).
Dentro de los agentes genotdxicos testeados en estos especimenes se encuentran
metales pesados como el Arsénico (Kumar et al., 2013), herbicidas (Cavas y Kbénen
Adiguzel, 2007; Cavas, 2011), Componentes disruptores endocrinos (EDCs) (Vigano et
al., 2015), Acrilamida (Tan et al., 2013), farmacos como el Diclofenaco, Ibuprofeno,
Amoxicilina, (Islas-Flores et al., 2017; OrozcoHernandez et al., 2019) e inclusive factores
estresantes como golpes de calor (Anitha et al., 2000) y efectos adversos de efluentes

de aguas residuales en agua dulce (Samanta et al., 2018).

1.4.1 Variabilidad del test de micronucleos

Si bien se observan respuestas positivas ante gran variedad de componentes
genotoéxicos, una de las desventajas del test de micronucleos en peces es su variabilidad
interespecie (Rodriguez-Cea et al., 2003), descrito desde 0 a 13 MN cada 1000 células.
Esta variabilidad también puede ser atribuible a otros factores biéticos como el sexo del
individuo, condiciones de tratamiento (Bolognesi y Hayashi, 2011) y edad, se sehala que
en ciertas especies el uso de especimenes mas jovenes (alrededor de 1 afno)
proporciona resultados que reflejan una mayor tasa de division celular en comparacion

sobre individuos de mayor edad (Linde et al., 1998).

1.5 Importancia del test de micronucleos en Chile

Chile no escapa de la presencia de contaminantes ambientales (Alonso et al., 2017),
especialmente en la ecorregion mediterranea del pais, la cual es crucial para la
conservacion de la fauna acuatica nativa del territorio, debido a que practicamente la
mitad (21 de 46) de las especies acuaticas autéctonas de Chile habitan en esta region,
siendo 17 de estas endémicas (Vila y Habit, 2014).

Actualmente 47 Plantas de tratamiento de aguas residuales operan en la regién del
Biobio y 23 de ellas depositan sus efluentes en areas circundantes al rio, mientras 4

descargan directamente sus efluentes al cuerpo de agua (Barra et al., 2021).



La presencia de toxicos de diversa composicidn quimica, incluyendo componentes
clasificados como EDCs, han sido detectados en la cuenca del rio Biobio, presentes en
tanto en efluentes, agua y sedimento (Alonso et al., 2017; Alonso et al., 2017 citado de
Saavedra Mondaca, 2015). Se sospecha que algunos de estos EDCs provienen de las
plantas de celulosa localizadas en la parte central de la cuenca del rio Biobio (Barra et
al., 2021). Se ha confirmado que estos componentes tienen una gran cantidad de efectos
nocivos en la salud, incluyendo genotoxicidad (Li et al., 2023; Haq et al., 2017; Balabani¢
etal., 2017), los cuales podrian afectar organismos acuaticos e incluso entrar a la cadena
alimentaria de los humanos a través del agua o comida y afectar negativamente a la
poblacién (Gore et al., 2015; Balabanic et al., 2017).

En comparacion con otras regiones del mundo notablemente estudiadas, en Chile
escasea la literatura cientifica en relacion con ecosistemas acuaticos, especialmente en

la regidon mediterranea (Fierro et al., 2019; Tierno de Figueroa et al., 2013).

1.6 Justificacion y planteamiento del problema

Aunque se ha efectuado un importante esfuerzo para monitorear el agua de la cuenca
del rio Biobio, aun existe una considerable falta de conocimiento respecto a la calidad
de esta (Alonso et al., 2017). La vulnerabilidad de la fauna acuéatica es evidente, siendo
los peces el grupo taxondmico mas afectado (Fierro et al., 2019), por lo que destaca la
importancia de efectuar estudios no letales que involucran la toma de muestras tales
como sangre, orina y tejidos para biopsias, que puedan ser usadas para monitorear
especimenes sin la necesidad de sacrificarlos, lograndose preservar la biodiversidad de
la regién (Bahamonde et al., 2019).

Por lo tanto, el presente estudio tiene como finalidad evaluar la presencia de
micronucleos en eritrocitos periféricos de Carassius auratus como biomarcador para la

estimacion de la genotoxicidad.



2. HIPOTESIS

Hipotesis Nula (HO)

No existe variaciéon en la cantidad de micronucleos de los individuos de Carassius

auratus respecto a la cantidad base.

Hipotesis Alterna (H1)

Existe variacion en la cantidad de microntcleos de los individuos de Carassius auratus

respecto a la cantidad base.



3. OBJETIVOS

3.1.- Objetivo general

Evaluar la presencia de micronucleos en eritrocitos periféricos de Carassius auratus

como biomarcador para la estimacion de la genotoxicidad.

3.2.- Objetivos especificos

1.- Determinar la frecuencia de micronucleos en eritrocitos periféricos de Carassius

auratus durante la exposicién a las aguas del rio Biobio.

2.- Analizar la relacién entre la duracion de la exposicion a las aguas del rio Biobio y la

frecuencia de micronucleos en eritrocitos periféricos de Carassius auratus.



4. MATERIALES Y METODO

Area de estudio

Se tomaron muestras de agua proveniente del rio Biobio en la localidad de Negrete (-
37.582366°N, -72.539493°W), de una descarga de celulosa (Planta de celulosa). La zona
de donde proviene el agua corresponde a la parte media del rio Biobio, siendo una zona
de tipo transicién entre los ambientes arbitrales y potamales, que se caracteriza por tener

un fondo una mezcla de finos con gravas y bolones (Allan et al.,2007).
El clima de la region es mediterraneo de lluvia invernal.

Denominacién Koppen Csb: Mediterraneo de veranos frescos. Inviernos frios o
templados y veranos secos y frescos. La mayor parte de las lluvias caen en invierno o
en las estaciones intermedias con una vegetacion natural correspondiente a bosque
mediterraneo (Koppen, 1948).

on de muestreo.

Google Earth

Figura 1. Mapa del sitio de recoleccion de las muestras de agua, regién del Biobio,
Chile central. (Extraido de Google Earth Pro)

Se tomd en consideracion que se encontraron 16 contaminantes emergentes de variados
grupos quimicos en la cuenca del rio Biobio, tales como organoclorados, fenoles,

hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), bencenos alquil lineales, bifenilos
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policlorados, esteroles, compuestos farmacéuticos y de cuidado personal. En el caso de
compuestos inorganicos, varios metales y sustancias inorganicas de nitrégeno han sido

identificados en la cuenca (Alonso et al., 2017).

Extracciéon y almacenamiento del agua

El agua se extrajo de acuarios tapados para evitar la volatilizacién de componentes, y se
transportd al lugar de experimentacién, donde se vertid6 en un total de 4 acuarios,
divididos en dos grupos, el grupo experimental y un grupo control. Ademas, una cantidad
adicional se reservo en acuarios cubiertos con tapas de vidrio para los subsecuentes

cambios de agua (4 de cambio cada dos dias).

Los peces habian sido previamente expuestos, en la totalidad de su ciclo de vida
exclusivamente a agua de llave posteriormente declorada, con origen en la ciudad de

Talcahuano, regién del Biobio, Chile.
Toma y almacenado de muestras

Se tomaron muestras de sangre al grupo de individuos control y experimental, al inicio
del experimento, previo a ser sometidos a la exposicion del agua y post exposicion,

concretamente a las 6 horas y a los dias 3, 7 y 15 del experimento.

Todos los grupos fueron puncionados utilizando agujas 27G x 1 %, se extrajo a los peces
de los respectivos acuarios con redes, la aproximacion lateral a los vasos vertebrales
caudales se efectud insertando la aguja unos pocos milimetros por debajo de la linea
lateral, cerca de la base del pedunculo caudal. La aguja es dirigida entonces hacia la
linea media, bajo los cuerpos vertebrales para luego aspirar la sangre (entre 0,1- 0,3 ml).
Esto mientras el pez se encuentra sujeto por el operador con guantes de nitrilo y
posicionado sobre un balde recubierto por una red, evitando la caida del animal en caso

de que el pez cayese.

La sangre se vertié en tubos de tapén lila (EDTA), la cual se trasladd en contenedores

protegidos de la luz solar, bajo una temperatura de 4°C, con destino hacia el laboratorio



de diagnéstico veterinario de la Universidad San Sebastian, donde se procedié al analisis

de la muestra.
El protocolo de fijacidon de las muestras utilizado se encuentra descrito en el anexo |l.
Tamano muestral

Se utilizé un tamano muestral correspondiente a 30 individuos de Carassius auratus,
obtenidos del criadero “Animals World”, ubicado en la comuna de Talcahuano, region del
Biobio.

La cantidad de individuos se eligié por conveniencia, debido a la disposicion de los

materiales y el espacio requerido para mantenerlos en 6ptimo estado fisioldgico.

Debido al tamafio de los peces (10 £+ 5 cm de longitud desde el punto mas craneal de la
zona cefélica hasta el fin de la aleta caudal). Para garantizar la confiabilidad del
experimento se utilizaron acuarios con un volumen 6ptimo, con el objetivo de mantener

la estabilidad de los parametros fisicoquimicos de las aguas.

Se considerd un tamafo muestral similar para el total de individuos, de acuerdo con la
metodologia descrita por Polard et al., 2011, Oliveira et al., 2021 y Venturoti et al., 2019.
La densidad poblacional se calculé en base a estudios previos con la utilizacion de
Carassius auratus, de los autores Cavas en el afio 2011 y Cantu et al., (2023), resultando

en un total de 6,4 L por pez.

Diseno experimental

El estudio consistié en un experimento con una duracion de 15 dias y fue llevado a cabo
en verano (6 de febrero, 2024), con el fin de evaluar el posible dafio genotéxico por
contaminantes. Fueron utilizados 30 individuos divididos en dos grupos de 15 peces,

cada grupo en un acuario con 80 litros.

Para la estandarizacion de los resultados ante variables que pudieran influir, como la
volatilizacion de componentes en el agua y la contaminaciéon causada por desechos
metabdlicos de los peces, se realizaron recambios de agua en intervalos de dos dias y

se mantuvieron los acuarios tapados.
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La determinacion de la densidad poblacional en los acuarios se ejecuté mediante el uso
de una balanza, se situd un recipiente con agua, seguidamente se procedi6 a tarar este

recipiente, para luego masar a cada pez dentro de él.

A ambos grupos con periodos de luz-oscuridad correspondientes a 12h:12h, para
mantener el ambiente oxigenado, se proporciono a cada acuario un filtro de esponja 1000
L/hr junto con un biofiltro Dajana ® para estandarizar la colonia de bacterias presentes

en ambos acuarios.

Los peces fueron alimentados con un alimento envasado, formulado para cumplir con los
requerimientos nutricionales de la especie (Tetra ® “Goldfish color”), que contiene 45%

de proteina bruta, suministrado una vez al dia.
Justificacion de la duracién del experimento

La duracion del experimento fue establecida con base en estudios previos sobre el test
de micronucleos, en los cuales se sugiere un tiempo de al menos 4 a 6 dias de exposicion

para inducir su formacion (Udroiu, 2006; Polard et al., 2011).
Monitoreo de variables quimicas y fisicas

Se efectud el monitoreo considerando los siguientes parametros: pH (Hanna ® pHmetro

digital), sélidos totales disueltos, conductividad y O2 disuelto (Hanna ® multiparametro).

Los parametros fueron examinados in situ y en los acuarios de exposicion al inicio del
experimento, preexposicion a las aguas (hora 0), alas 6 horas y a los dias 3, 7 y 15.
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Tincion diferencial de micronucleos

El reconocimiento de estructuras correspondientes a micronucleos considerd la

aplicacién de la técnica de Feulgen detallada en el anexo numero 1.
Contabilizacién

Se efectud la contabilizacion de micronucleos de cada individuo previo a efectuar el

experimento, estableciendo el numero de micronucleos base

Se contabilizé6 un total de 2000 glébulos rojos por frotis sanguineo a 1000x de
magnificacion, donde se determiné la cantidad de eritrocitos que poseen estructuras

compatibles con micronucleos.

El conteo de glébulos rojos con y sin micronucleos se efectud especificamente en la
region en la cual las células estan dispuestas en monocapa, evitando la superposicion
que pueda dificultar el reconocimiento de estas estructuras. Las células seleccionadas
para el conteo de micronucleos se identificaron mediante la presencia de un citoplasma

intacto, sin alteraciones en el contorno celular o nuclear.

El calculo de frecuencia de micronucleos fue ejecutado como esta descrito en el anexo
1.

Identificacion de micronucleos

El criterio para considerar una estructura como micronucleo se apoy6 en la pauta
facilitada por el autor Schmid (1975), que sefiala a los micronucleos como estructuras
circulares, regulares, que no se aprecian ligadas a estructuras cromaticas. En el caso
particular de los peces, los micronucleos corresponden a cuerpos ovoides, los cuales
frecuentemente presentan diametros que varian con una proporcionalidad entre 1:5 a

1:40, en comparacion del nucleo principal.

Es relevante mencionar que el tamafo y forma de estos micronucleos, son distintos a los

observados en especies mamiferas.
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Analisis estadistico

El software R studio (versién 2024.04.2+764), fue utilizado para conocer la distribucion
de los datos con una prueba de Shapiro-Wilk (Shapiro y Wilk, 1965). Posteriormente se
realizé una prueba post-hoc de Wilcoxon (Wilcoxon, 1945), para determinar el nivel de

significancia entre cada par de grupos. Las diferencias se consideraron significativas en
funcion del valor de p<0.05.
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5. RESULTADOS

Se evaluaron un total de 100 extendidos sanguineos Carassius auratus.
Para obtener frotis 0ptimos para la cuantificacién de micronucleos, se descartaron 20

muestras debido a las condiciones desfavorables que se describen a continuacion:

1) Evitar el estrés excesivo en los individuos al someterlos a multiples intentos de
extraccion sanguinea en situaciones en las que no se logré canular de manera
exitosa al individuo mas de dos veces.

2) Falta de muestra, al corresponder a cantidades muy bajas de sangre por individuo,
obtener el contenido de muestra necesario es problematico, sea a causa de falta
de técnica, o la demora al verter el contenido dentro de los tubos tapoén lila,

provocando la coagulacién temprana de la sangre.

Tabla 1. Analisis Estadistico

Comparacion grupo control Mann- Valor de P Significancia
v/s grupo experimental Whitney U
Test
6  horas 45 0.5828 No significativa (p > 0.05)
7 dias 45 1 No significativa (p > 0.05)
15 dias 105 0.3506 No significativa (p > 0.05)
6  horas v/s 15 dias 105 0.5774 No significativa (p > 0.05)

Tabla 2. Analisis Estadistico

Comparacioén grupo control Mann-  Valor de P Significancia v/s grupo control
Whitney U
Test
6  horasv/s 15 dias 0.3531 No significativa (p > 0.05)

Pese a la falta de generacion de micronucleo se realizé una prueba de Shapiro-Wilk para

cada grupo y tiendo la cual indica que los datos no seguian una distribucién normal (p-

<0,05). Dado lo anterior, se realizé una comparacion a través de una prueba U de Mann-
14



Whitney entre el grupo control y experimental en diferentes tiempos y entre el T1y T3 de
cada grupo para evaluar si existia diferencia significativa entre ellos, sin embargo, no se

detectd en ninguna de las comparaciones realizada (p>0,05, Tabla 1-3).
Conteo de micronucleos

Se registré un total de 3 micronucleos en el grupo control y 6 en el experimental (Tabla
4-5). No se observaron células con mas de un micronucleo en el citoplasma. Ademas, se
identificé un incremento en la cantidad de células en proceso de mitosis en ambos grupos

y anormalidades nucleares, correlacionado con el tiempo de exposicion.
Imagenes de los hallazgos en el anexo IV.

A continuacion, las tablas 4 y 5 contienen los resultados obtenidos de la cuantificacion
de micronucleos, junto con la cantidad de muestras pertenecientes a cada grupo y sus

respectivos tiempos de evaluacion.

Tabla 3. Conteo de micronucleos pertenecientes del grupo control.

Grupo (Control) Microntcleos Totales Cantidad de muestras
Preexposicion (hora 0) 0 13
6 horas 1 10
7 dias 2 11
15 dias 0 14
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Tabla 4. Conteo de micronucleos pertenecientes del grupo experimental.

Grupo (Experimental) Microntcleos Totales Cantidad de muestras
Preexposicion (hora 0) 0 14
6 horas 2 13
7 dias 3 11
15 dias 1 14

Resultados estadistica descriptiva:

Tabla 5. Estadistica descriptiva de los resultados estadisticos para los micronucleos
totales en el grupo control:

Variable Valor |
Media 0.75
Mediana 0.15

Desviacién Estandar 0.96

Tabla 6. Estadistica descriptiva de los resultados estadisticos para los micronucleos
totales en el grupo experimental:

Variable Valor |
Media 1.5
Mediana 1.5

Desviacién Estandar 1.29

Estos resultados sugieren que el tratamiento aplicado en el grupo experimental tiene un
efecto significativo en la frecuencia de micronucleos, aumentando tanto la media como

la dispersion de los conteos en comparacion con el grupo control.
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A continuacién, se presentan las variables fisicoquimicas del agua, analizadas,

ordenadas por grupo y acuario correspondiente en sus respectivos tiempos de muestreo,

incluyendo los parametros del agua experimental in situ.

Variables fisicoquimicas analizadas

Tabla 7. Agua experimental (in situ)

Temperatura (°C) pH Sélidos totales | Conductividad 02 disuelto
disueltos
(k8/L) (uS/cm)
18.9 6.24 47.00 96.00

Tabla 8. Grupo Control (Acuario 1)

Tiempo (dias) Temperatura pH Sélidos totales Conductividad 02 disuelto
(°0) disueltos (ug/L) (mg/L)
(uS/cm)
Preexposicion 20.90 7.11 61.00 126.00 8.07
6 horas 21.10 7.14 43,90 88,66 6.61
7 dias 211 8.52 31.11 63,00 9.02
15 dias 21.20 8.10 75,23 72,54 8.55
Tabla 9. Grupo Control (Acuario 2)
Tiempo (dias) Temperatura pH Sélidos totales Conductividad 02 disuelto
(°0) disueltos (ug/L) (mg/L)
(uS/cm)
Preexposicion 20.90 7.33 47.56 96.00 8.13
6 horas 22.50 7.31 45,87 91.48 6.46
7 dias 21.40 6.26 41,78 82.00 8.52
15 dias 21.40 7,09 34,00 67.00 8.63
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Tabla 10. Grupo Experimental (Acuario 1)

Tiempo (dias) Temperatura pH Sélidos totales Conductividad 02 disuelto
(°0) disueltos (ug/L) (mg/L)
(uS/cm)
Pre- exposicion 21.20 7.37 43.70 98.23 8.64
6 horas 22.50 7.37 44.78 87.76 6.46
7 dias 21.40 7.85 24.55 47.00 7.44
15 dias 21.30 8.44 22.78 45.87 7.26
Tabla 11. Grupo Experimental (Acuario 2)
Tiempo (dias) Temperatura pH Sélidos totales Conductividad 02 disuelto
(°0) disueltos (ug/L) (mg/L)
(uS/cm)
Pre- exposicion 22.50 7.44 51.53 103.60 8.11
6 horas 21.40 7.44 33.67 76.00 6.45
7 dias 21.00 7.50 27.78 56.00 7.56
15 dias 21.50 8.74 37.49 73.99 7.34
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6. DISCUSION

En el presente estudio, las técnicas de analisis no evidenciaron la formacién de
micronucleos como biomarcador de genotoxicidad. La calidad de agua de tramo de rio
estudiado segun los parametros analizados estuvo en su mayoria dentro de los limites
de la norma chilena 1.333 Of 78 tabla 4, para vida acuatica (Correa, 1987) y la NSCA del
rio Biobio (Nacional, 2015). En este sentido la contaminacién es multifacética para gran
parte de la vida. La obtencién de resultados negativos ha sido documentada
anteriormente en estudios bajo condiciones de laboratorio. Un ejemplo de estos, son los
trabajos citados por los autores Francesco D’Agostini y Sebastiano La Maestra, junto a
Lassen et al.,, publicados el afio 2021. Estos incluian el uso de metodologias
comparables a nuestro trabajo, destacando el uso de la tinciéon de Feulgen, el recuento
de un numero estimado de 2000 eritrocitos y utilizacién de EDTA como anticoagulante

para tubos de almacenamiento de muestras.

Estos resultados sugieren que la diferencia en la formacién de micronucleos respecto a
los tiempos de exposicion y muestreo no son estadisticamente significativos, por lo que
se acepta la hipdtesis nula. Pese a estos resultados se encontraron anormalidades
nucleares, las estas anormalidades, como binucleacién, puentes y brotes nucleares,

sugieren la presencia de agentes genotoxicos en el agua del rio Biobio.

Esto reafirma la participacion de diversos factores en la respuesta ante genotéxicos y
que la obtencion de estos resultados negativos a la formacion de micronucleos no es un
hecho aislado. En estudios con peces de la familia Oreochromis, expuestos a
condiciones de laboratorio a efluentes provenientes de gasolineras, se comprobd la
presencia de genotoxicos tales como xilol, benceno y tolueno, pero no se reportd un
aumento en la frecuencia de micronucleos. Sin embargo, se observaron anormalidades

nucleares en el grupo experimental (Oliveira-Martins y Grisolia, 2009).

Las estadisticas indican que hasta el ano 2021, el 10% de los experimentos efectuados
en condiciones de laboratorio presentaron resultados negativos a la formacién de
micronucleos (Francesco D’Agostini y Sebastiano La Maestra, 2021). Estos resultados

provienen, inclusive de estudios que aplicaron desechos de hospital previamente
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reconocidos por su accion genotoxica, tales como plomo, niquel, cloroformo, tetracloruro
de carbono, entre otros (Erbe et al., 2011; Baudou et al., 2019) los cuales, de igual
manera obtuvieron resultados similares gracias a la utilizacion de cobre en cantidades
mayores a las de consumo humano. Sus hallazgos son comparables en cantidad de
micronucleos y anormalidades nucleares con estudios de exposicion a ciclofosfamida, la
cual genera alteraciones bioquimicas, genotoxicas y metabdlicas, tales como la variacion

de la ingesta de alimento y produccion fecal.

Es importante sefalar algunas limitaciones del test de micronucleos. Este puede estar
influenciado por factores fuera de nuestro control, tales como la naturaleza especifica de
los contaminantes del rio Biobio. De igual manera, es relevante considerar que, tal como
describen Stefania et al. (2009), factores como el tipo de célula y tejido utilizado de los
especimenes pueden ocasionar variaciones en la probabilidad de formar micronucleos.
Esto sugiere la necesidad de realizar futuras investigaciones para comprender mejor las

variables que afectan la induccién de micronucleos (Ayllon y Garcia-Vazquez, 2000).

Aquellos resultados negativos a dafio citogenético pueden tener su origen en la variedad
de los factores fisioldgicos propios de cada especie de pez e individuo. Sexo, edad,
estatus hormonal y dieta constituyen elementos capaces de alterar las frecuencias de
micronucleos reportadas (Udroiu, 2006). Un ejemplo de estudio completo que abarca
distintos parametros de estimacion de genotoxicidad es el de los autores Rabelo et al.,
(2021).

Realizar estudios comparativos con otras regiones y fuentes de agua puede ayudar a
contextualizar los resultados con el fin de obtener una visién global de la genotoxicidad
en cuerpos de agua de nuestro pais ya que se reporta un vacio de informacion respecto
a la genotoxicidad de las aguas de Chile, siendo este el primer estudio ejecutado bajo el

test de micronucleos en el rio Biobio.

Se sugiere efectuar mayor cantidad de estudios no letales de la fauna nativa del pais,
con el fin de contrastar los resultados y evaluar las exposiciones cronicas de posibles
agentes genotdxicos, con el propdsito de realizar evaluaciones de impacto ambiental que

promuevan la conservacion de nuestra fauna silvestre y cuerpos de agua dulce.
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7. CONCLUSIONES

No se encontraron diferencias significativas a la induccion de micronucleos de sangre
periférica de Carassius auratus expuestos a aguas del rio Biobio. Es necesario abordar
futuras investigaciones a través del uso de distintas pruebas de genotoxicidad en forma

concomitante para obtener resultados mas precisos en la estimacion de genotoxicidad.

Se logré determinar la frecuencia de los micronucleos en eritrocitos periféricos de
Carassius auratus durante la exposicion a las aguas del rio Biobio mediante las técnicas

utilizadas en este experimento.

La exposicién prolongada de aguas provenientes del rio Biobio, con potencial genotéxico,
no presentd un aumento significativo en la presencia de micronucleos, lo que implica que
no se identificé una variable atribuible que impacte negativamente la integridad genética

de los organismos acuaticos.

Es importante considerar las limitaciones del estudio presente, la variabilidad
interindividual de los individuos junto con la sensibilidad de la respuesta a los
contaminantes presentes en el rio Biobio. Estos factores podrian haber influido en la

ausencia de formacién de micronucleos.
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9. ANEXOS

Anexo I: Tincion de Feulgen.

El reconocimiento de estructuras correspondientes a micronucleos considerd la
aplicacién de la técnica de Feulgen que tife especificamente material nuclear, es decir
tanto ADN como ARN, esta técnica fue aplicada sobre extendidos sanguineos
confeccionados a partir de las muestras de sangre obtenidas de los peces que conforman
los dos grupos de estudio. Se fijaron los extendidos con alcohol y xilol. La metodologia
disefiada por Feulgen y Rossenbeck considerd efectuar una hidrdlisis suave utilizando
acido clorhidrico a una concentracion 1 molar lo que condiciona la ruptura del enlace que
se establece entre la base nitrogenada y el azucar desoxirribosa. Esta fractura de los
enlaces trae como consecuencia una exposicion de los grupos quimicos aldehidos que
se vuelven facilmente tefidos por el reactivo de Schiff, evidenciando la presencia de ADN

en la estructura tefida. (Mello y Vidal, 2017; Chieco y Derenzini, 1999).

Las muestras fueron fijadas inicialmente utilizando solucion fijadora de Carnoy durante
al menos 1 hora. Luego, se procedié a deshidratar las muestras mediante una serie de
soluciones alcohdlicas con concentraciones crecientes de 70%, 95% y 100%. Las
muestras permanecieron sumergidas durante 2 minutos en cada solucion, asegurando

una eliminacién gradual del agua y preparandolas para los pasos posteriores.

Una vez deshidratadas, las muestras fueron hidrolizadas utilizando acido clorhidrico
(HCI) 5N. Inmediatamente después de la hidrolizacién, las muestras fueron transferidas
al reactivo de Schiff, el cual se encontraba a temperatura ambiente. Las muestras
permanecieron sumergidas en este reactivo durante 45 minutos, tiempo suficiente para

que el ADN adquiriera el color purpura caracteristico de la reaccién de Feulgen.

Posteriormente, las muestras fueron lavadas cuidadosamente con agua sulfurosa para
eliminar el exceso de reactivo y mejorar la calidad del tehido. Una vez finalizado este
paso, se llevo a cabo una nueva deshidratacion utilizando la misma serie de alcoholes
(70%, 95% y 100%), sumergiendo las muestras nuevamente durante 2 minutos en cada

solucion.
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Finalmente, las muestras fueron aclaradas en xilol durante un periodo de 5 a 10 minutos.
Este paso preparo las muestras para su montaje final. Para concluir, las muestras fueron
montadas en un medio hidréfobo de montaje (resina), colocadas bajo un cubreobjetos y
selladas adecuadamente. ElI material asi preparado quedd listo para su observacion y

analisis microscopico.
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Anexo lI: Listado de materiales utilizados.

Individuos:

30 individuos especimenes de Carassius auratus juveniles

Materiales fungibles:

300 Jeringas de 3 ml

250 Gr de algoddn hidréfilo (American ®)

120 Tubos tapén lila (EDTA) al vacio de 0,05 ml

200 Portaobjetos doble franja esmerilada

200 Cubre Objetos 24x50 mm

1 Caja de 100 unidades de guantes de nitrilo talla S (Top Glove ®)
1 set de 40 “Tiras reactivas 6 en 1” marca (Tropical ®)

1 Envase de 250 gramos de alimento “Goldfish & Color” (Tropical®)
3 Cajas de con doble franja esmerilada

1 Biofiltro (Dajana ®)

Materiales no fungibles:

4 Acuarios de 100 litros

4 Filtros de esponja 1000 Lt/hr (Sobo ® SB-1330)

1 Sifén (Boyu ®)

2 Redes para acuario (Boyu ®)

1 Balanza (Calfax ®)

1 Recipiente de plastico ovalado de 2,5 litros (Genérico)

3 Termometros flotantes para acuario (Boyu ®)
10 metros de manguera de plastico para acuarios (Sera ®)
3 Bombas de aire de dos entradas (Sobo ® SB-9905A)

pHmetro digital Hanna®
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Reactivos:

1 Litro de solucién de acido clorhidrico 1 molar

0,25 Litros de reactivo de Schiff (Merck ®)

2 Litros de HCI 5N

0,5 Litros de solucion fijadora de Carnoy

0,05 Litros de medio de montaje hidréfobo

2 Litros de Xilol

2 Litros de alcohol etilico al 70% (DifemPharma ®)

2 Litros de alcohol absoluto 100%

0,5 Litros de agua sulfurosa

2 litros de alcohol desnaturalizado 95° (DifemPharma ®)

Contabilizacion:

e 1 Microscopio (Leica Alemania ® DM500)
e 1 Camara fotografica (Leica Alemania ® CC50W)
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Anexo lll: Calculo de frecuencia de microntcleos.

Para la cuantificacién se contaron todos los micronucleos al igual que el total de células
por cada campo microscopico.

La frecuencia de MN fue calculada usando las siguientes ecuaciones matematicas
propuestas por Al-Sabti y Metcalfe (1995) y (Jiang et al., 2019):

Numero de células conteniendo microntcleos
MN % = x 100
Numero total de células contadas

MN Numero de microntcleos por célula
=x100

célula Numero total de células contadas
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Anexo IV: Micronucleos y anormalidades nucleares identificadas.

Figura 2. A) Formacién de micronucleos, B) Anormalidades en células de
Carassius auratus, magnificacion 1000x.

A -
» -K.

Figura 3. Brotes nucleares en eritrocitos de sangre periférica de Carassius
auratus, magnificacion 1000x.

Figura 4. Puentes nucleares en eritrocitos de sangre periférica de Carassius
auratus, magnificacion 1000x.
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Anexo V: Formulario del CECUA para el uso de animales en investigacion.

Codigo asignado por el Comite
Fecha enwvio Version 1 11 de diciembre del 2023
Version (marcar con X} 1X 2 3 4 l Otra:
Fecha enwvio {formato xx/xx/ o) 11 de diciembre del 2023

Fecha aprobacion (formato xog/xo/xxot)
Version aprobada

1. ANTECEDENTES ADMINISTRATIVOS

1.1 Titulo del proyecto/ protocolo/ actividad:
EVALUACION DE MICRONUCLEQS EN ERITROCITOS DE SANGRE PERIFERICA EN Carassius guratus
COMO BIOMARCADOR DE GENOTOXICIDAD

1.2 Fuente de Financiamiento(s) y niumero asignado por la agencia en caso que corresponda

1.3 Indicar si esta investigacion es: proyecto pik idad de i tigacion/ tesis de pregrado/
d do/ -/ docencia// ion/ d ion (etc.):

Tesis de pregrado.

1.4 Otras instituciones participantes

1.5 EQUIPO
Nombre Valentina Andrea Almeyda Moya
Institucion Universidad San Sebastian
Email val dam@correo.uss.cl
Categoria académica si Estudiante
corresponde
Rol en este proyecto

v Oprofesor guia
Vv XInvestigador principal

v OLak mapegsr
Vv [OPersonal técnico o profesional

OAcadémico Responsable USS
[OTesista doctorado
X Tesista de pre-grado
[OJEstudiznte de pre o postgrado
Vv OProfesional externo Ootro
Capacitacion formal en Etica Animal Sl (Adjunte certificado) D NO

R S B Y

Marcar con X dentro del cuadrado:
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