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RESUMEN

El rio Porce tiene su origen en el rio Medellirsyel principal afluente que abastece el
embalse Porce Il. En este rio, se ha reportadeekepcia de xenobibticos entre los que
se encuentran metales pesados y otros contamindotegsuales forman mezclas
complejas que pueden llegar a ser potenciales @anos, para los seres vivos que se
expongan a ellas. En el presente trabajo, se eehjpdtencial efecto ecogenotoxico del
rio Porce y del embalse Porce I, mediante la @wsbmicronucleos en eritrocitos de
sangre periférica de ejemplares de Brycon hen(&baleta). Los resultados obtenidos
muestran una diferencia significativa entre la dsswia de micronucleos obtenida en
ejemplares capturados en el rio Porce (0.053 %)el embalse (0.026 %), con relacion
al sitio control (0.001 %). De otra parte, se ob8egue para cada sitio evaluado se
observaron frecuencias diferenciales de micron§g¢leogue puede estar correlacionado
con la calidad del agua en estos lugares. Porajltt® mostré que la Sabaleta es un
buen bioindicador, el cual podria constituirse rrotganismo centinela para evaluar la
presencia de agentes xenobidticos con potenciatoefmutagénico en ecosistemas
acuaticos.

Palabras clave: Xenobioticos; Genotoxicidad; Ecogedacidad; Prueba de
Micronucleos; Brycon henni; Bioindicador; Mutageno.

INTRODUCCION

A través de la historia del desarrollo humano, @hbre siempre lo ha asaltado la
preocupacion sobre la calidad del ambiente y taiss componentes. Por ejemplo,
Hipocrates en su libro “sobre aires, aguas y lgjahabla de la importancia de los

factores ambientales sobre las enfermedades. Bnirdstmacion se tiene en cuenta,
entre otras, las estaciones del afio, direccion ligach de los vientos, calidad y

caracteristica del agua y el modo de vida de lesdmimanos.

Como respuesta a esta preocupacion histérica, sekgeampo de la Genética

Toxicologica, que tiene como objetivo, identificaranalizar la acciéon de aquellos

agentes gque son capaces de interactuar de mamgat@vaesobre los componentes de la
célula y/o de manera especial sobre el materiattgen A estos agentes, que pueden
ser fisicos, quimicos y bioldgicos, se la denomicitmy/o genotoxicos.

Al blanco de accion de todo agente cito y/o geriotoes las célula, como unidad

funcional y estructural de los seres vivos, pocudal, tanto los organismos unicelulares
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como los pluricelulares ya sea a nivel somatice&mninal pueden servir como blanco
de accidn de cualquiera agente que pueda actuar famtor toxico.

Los posibles efectos que se pueden detecto enstemsi experimental para evaluar
compuestos cito y genotoxicos pueden ser: mueltdéacen el caso que la accion sea
citotoxica y efecto mutagénico, carcinogénico ystdgénico, en el caso que el efecto
sea genotoxico. Es de anotar la alta correlacidsteaxe entre la mutagenicidad y los
procesos de carcinogénesis debido a que el ingitodo proceso carcinogénico casi
siempre esta relacionado con una mutacién de uo-prcogen. De otra parte, en los
organismos pluricelulares, se podrian encontrarsatfectos como son la teratogenesis
y las manifestaciones epigenética.

En el caso de organismos pluricelulares, un efgetmtoxico sobre células somaticas
podrian conducir a la generacion de enfermedadedaoproduccion de carcinomas,
teratomas, sarcomas o leucemias, segun el tejidel Easo que el blanco genético sea
las células germinales, las consecuencias se pa@fiajar en generaciones posteriores.
e La lista de agentes cito y genotoxicos que pueafestar a la salud humana en
particular y a las diferentes poblaciones de osyaos en general son numerosas pero
se pueden citar las mas frecuente y evaluadas khsteomento. Entre los agentes
fisicos tenemos las radiaciones ionizantes dond@ éss rayos- X y la luz ultravioleta,
en las radiaciones no ionizantes se pueden comtabilos campos magnéticos y
eléctricos, las ondas de radio, las radiacionesitdey baja frecuencias y las generadas
por los hornos microondas; En cuanto a los ageqniénicas, los mas frecuentemente
reportados como agentes cito y genotoxicos sonukedos en preservacion de
alimentos, los agroquimicos donde estan pesticigasos que provienen de
medicamentos y de la pirolisis de la materia org@nsin dejar de mencionar el grupo
de contaminantes denominados industriales dondaaeentran las baterias incluyendo
los de celulares y los desechos de equipos elémtr@omo los computadores. Otra
fuente de genotoxicos quimicos son los metalesdpssales como el cadmio, cromo,
plomo y el mercurio. Entre los agentes biolégioepseden mencionar los virus y los
radicales libre producto principalmente de la digesde alimentos.

Los agentes toxicos se pueden encontrar en loediés ecosistemas: por ejemplo, los
ecosistemas acuatices son susceptible de ser doatloe por agentes toxicos
proveniente de la vida urbana, de la industriaogpetimica, hidrocarburos, metales
pesados, nitritos y nitratos, pesticidas, deteegenéntre otros. En el aire se puede
encontrar el oxido nitrico producto de la combusti@l petroleo, gasolina y carbén. A
los ecosistemas terrestres recibe de aire y agedags entierros de desechos

Cuando se propone evaluar el riesgo de un detedmiagente cito o gentoxico se debe
tener en cuanta las propiedades fisico-quimica coehpuesto, su potencia y la
persistencia en un determinado sistema. En esteemtorres donde se presenta la
necesidad de saber elegir un determinado sisterpeudba que permita detectar con la
mayor confianza y precision, si el agente es diboggnotoxico. Para esto hay que tener
en cuenta que en la actualidad no existe una (migeba que permita detectar
mutagenos y carcindgenos ambientales con todazagdda vez que cualquier paquete
o bateria de pruebas podrian resultar insuficipata demostrar la ausencia de efecto o
actividad muta carcinogénica en un determinadorisgzo.

Las lineas de evidencias tenidas en cuenta pahaaewama sustancia con posible efecto
mutagénicos son las siguientes: registros de camo$as poblaciones, exposicion
cronica en animales, actividad genotoxicas en desnanediante prueba de
aberraciones cromosémicas (AC) o micro nucleo (Meividad genotoxicas en lineas
celulares establecidas usando pruebas de (AChcamidbio entre Cromatidas Hermanas
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(ICH), actividad epigenética en animales y la pauele verosimilitud bioquimica y
biofisica.

Los sistemas o pruebas para evaluar un agenteotegipuede dividir en tres grandes
grupos: In Vitro, in vivo, in vivo-invito y directaente en los ecosistemas o in situ.

Los estudios in vivo se lleva a cabo en animalesoctaton, donde se pueden realizar
evaluaciones como induccion de cancer, (AC), (MN}ales Dominantes. ICH, prueba
cometa (TC); En insecto como Drosophila melanogastende se pueden inducir
mutaciones puntuales, rearreglos estructuralesle$etrecesivos; En plantas donde se
evallan mutaciones puntuales, AC y MN.

Los estudios in vitro se realizan en bacterias dsda prueba denominadas test de
Ames; En lineas celulares establecidas se puedestale AC, Efecto anaugenico y
mutaciones puntuales usando el gen Hiposantina iGudfosforribosil Transferasa(
HGPRT), ademas se pueden aplicar pruebas de travafidn celular, prueba cometa
(TC), ICH y evaluacion de efecto sobre el ciclaiGl.

Las pruebas In vivo/ in vitro que consisten en @aabrganismos 0 personas que estan
expuesta ocupacional mente a los agentes genasogie® podrian ser de gran utilidad
para la evaluacion de aquellas persona que porcapaoidn estan sometidos a
exposicion ya sea de manera cronica o aguda a agoges. En este caso se toma la
muestra y se somete a cultivo para mirar todosplusibles efectos que le estan
causando la exposicion a un determinado agenteb

Existen pruebas como la evaluacion de Aductos deA Dd HPLC, detectar
alteraciones en el espermograma, mapeo de oncogeeesluacion por reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR-TRjJag @stas pruebas mencionadas
constituyen, en la actualidad, elemento que sievRaetramientas para alimentar campos
de la tecnologia como es la epidemiologia moleaylar permite establecer programas
de salud preventiva en poblaciones o individuo daeuna u otra manera resulten
expuestos a estos agentes cito y/o genotoxicos.

Con referencia a las pruebas de cito toxicidadirlas usadas en la actualidad son las
siguientes: MTT, eficiencia de clonacién, coloracidonde se encuentran el azul de
tripano, rojo neutro, naranja de acridina y yoddegopropidio, uso de invertebrados y la
viabilidad en larvas de insectos como la Drosophidanogaster.

La deteccion de agente toxico presentes en losistmoss tanto terrestre como
acuaticos son mas dificiles de establecer debidmeaen la mayoria de los casos
corresponden a mezclas complejas o a efectos quia smmatoria de muchos factores
presente en el medio. En estos casos se debenmemngky pruebas denominadas
ECOGENOTOXICOLOGICAS, que permitan evaluar en elséstemas la presencia de
un factor o factores que estén causando el o lstasf cito y/o genotoxicos. Para
ecosistemas terrestres se usa una planta del géeel@scantia donde se pueden
observar mutaciones que estan directamente rekigncon la presencia de agentes
genotoxicos en el medio.

Para las pruebas ecogenotoxicolégicas en ecosistamaaticos se debe pensar en
especies de organismos que sean sensibles a agent#sxicos y que ademas puedan
resistir cambios relacionados con la contaminadi@&tas dos caracteristicas son las que
debe poseer un organismo de ecosistemas acuatims@nstituirse en un organismo
centinela de estos ecosistemas. Este proyecto sseralé con el fin de proponer
organismos centinelas que permita identificar f@st@ agentes genotoxicos presentes
en un determinado ecosistema acuético.

Ecosistema seleccionado.
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El ecosistema seleccionado fue el embalse de teat@idroeléctrica Porce 1l el cual se
encuentra localizado en el Nordeste Antioquenad asastecido principalmente por el
rio Porce, el cual tiene su origen en el rio Médekhdemas de varias quebradas que
recogen el agua de toda la zona de influenciardbbise (EPM, 1993). Algunos de los
diferentes caudales de agua que alimentan el eenbalencuentran contaminados con
desechos industriales y domeésticos, como es el a@elsdo Medellin y sus afluentes
provenientes del area metropolitana del Valle darfb(Instituto Mi Rio 1997, 2001;
EPM, 2005). También se hallan potencialmente cointzhos con residuos de
agroquimicos y de mineria en el caso de varios ade diferentes afluentes que
desembocan en el embalse. En el embalse Porceh seportado la presencia de
metales pesados tales como plomo, mercurio, cadsimo, cromo, cobre, ademés de
moléculas complejas tales como nitratos y nitritdstergentes, cloruros, fosfatos,
elementos tales como hierro, sodio y boro, proveegde la contaminacion a que se
encuentra sometido el sistema rio Medellin-Poré&ME2005).

Las mezclas complejas de xenobio6ticos proveniedéesios contaminados, pueden
contener una amplia variedad de compuestos, e#rgue se encuentran hidrocarburos
poli ciclicos aromaticos, érgano clorados y metglesados, entre otros (REDCAM,
2002), y pueden llegar a ser mutageénicas o geroa®xXMinissi et al., 1996; Grisolia &
Starling, 2001), para los seres vivos que se exporgellas (Al-Sabti & Metcalfe,
1995).

Unas de las posibilidades para detectar la preselecestos agentes ganotoxicos seria
usando como sistema modelo prueba en peces quegengran es estos ecosistemas
expuestos de manera aguda o crénica a estos agkateposibles pruebas que se
podrian utilizar serian la prueba o ensayo con{8ambail et al., 2001; Ferraro et al.,
2004; Winter et al., 2004), la prueba de Micronasley anormalidades nucleares
(Carrasco et al., 1990; Al-Sabti & Metcalfe, 198mbail et al., 2001; Buschini et al.,
2004) ya que estas pruebas no necesitan realitaosucelulares como es el caso de
las técnicas que usan como sistema de evaluadidasén metafase como son (ICH) y
aberraciones cromosOmicas donde es necesaricarealittivos celulaes . Otro motivos
para no realizar estas dos técnicas antes mena®madporque en muchas especies de
peces, sus cariotipos contienen un gran numereameosomas pequefos e irregulares.
De otra parte numerosos estudios in vivo han mistgae la prueba de micro nucleo,
puede llegar a proveer estimativos de frecuenceaslafiio mutacional (Ulupinar &
Okumus, 2002), y dado que los eritrocitos de laepeeledsteos son nucleados, pueden
ser evaluados como medida de actividad clastogéaleaabti & Metcalfe, 1995)

En el rio Porce y el embalse Porce Il habitan diftas especies de peces, las cuales son
extraidas para su comercializacion y para conswamolifir. Entre dichas especies se
encuentra la sabaleta (Brycon henni E.), especieande importancia tanto ecoldgica
como de recurso pesquero tradicional, con preséacia en aguas contaminadas como
limpias de la zona de influencia del embalse Pdkcéal como lo demuestran los
registros obtenidos por Uran & Torrente (2001),t€lEnos (2003) y por pescadores de
la zona de estudio. Dados los perjuicios potersialgolucrados en la exposicion in
situ de peces a diferentes quimicos y a ambiemgmminados, en el presente estudio
se realizd una evaluacion ecogenotoxica, usandm coétodo preliminar la presencia
de micro nucleos en eritrocitos de sangre perdélie sabaletas capturadas en el area de
influencia del embalse Porce Il.

METODOLOGIA.

241



Descripcion del area de muestreo:

La cuenca del rio Porce abastece al embalse Rpraleclial abarca un area aproximada
de 3023 km2 (EPM, 2005), y esta ubicada en el tmpa&nto de Antioquia, en
jurisdiccion de los municipios de Amalfi, Gdmezalg Yolombd, aproximadamente a
120 kms de Medellin. El area de influencia del clepophidroeléctrico Porce Il esta
localizada en las zonas de vida Bosque Muy HUmadménhtano de Transicion y
Bosque Humedo Tropical (Holdridge, 1978). Los sitide muestreo fueron lo
siguientes: rio Porce antes de la cola del emif@lsacavé); quebradas La Cancanay El
Guayabito (Afluentes); embalse Porce Il, (Puentadbas); antiguo cauce del rio Porce
(Casa de Maquinas); rios Guadalupe (Gomez Plat®iaghon (Amalfi) (control
negativo).

Fase de campo:

Se capturaron 58 ejemplares adultos o gonadalmeadeiros de Sabaleta en un lapso
de seis meses (diciembre/2004, febrero y marzoj2Q@bla 1). A cada ejemplar
capturado se le tomaron datos tales como sitiaptu@, sexo y estado de maduracion
gonadal, y se les determin0 el peso y las long#tudel (LT) y estandar (LE, boca
hasta pedunculo caudal). Los peces se sacrifigaroediatamente y se sangraron en el
mismo sitio, se realizaron dos extendidos de sapgrendividuo y se transportaron a
Medellin al laboratorio de Citogenética de la Unsidad Nacional de Colombia. Alli se
fijaron con metanol absoluto durante cinco minytss tifieron con Giemsa al 8%.

Fase de laboratorio:

La frecuencia de micronucleos se determind conumedeo de células micronucleadas
en tres mil (3.000) eritrocitos por individuo. Coradterio de clasificacion de células
con microndcleos, se contabilizaron aquellas quseipm desprendimientos nucleares
observables al microscopio y aquellas que enfocagbagfiian igual que el nucleo
celular principal (Carrasco et al., 1990; Al-Sabfiletcalfe, 1995).

Andlisis estadistico:

Los parametros morfolégicos peso y longitud tokdl)(y frecuencia de micronucleos
(MN), se evaluaron mediante métodos no parametri€as hizo comparacion de
medianas para la frecuencia de micronucleos engrsitios muestreados, utilizando la
prueba Kruskal-Wallis.

RESULTADOS.

Descripcidn del &rea de muestreo:

En la tabla numerol se muestran los datos sobrecdeacteristicas morfologicas
longitud total y peso, y las frecuencias de MN fitio de muestreo,

Tabla 1. Longitud total, peso y frecuencias de MiNegtrocitos de sangre periférica de
los ejemplares evaluados de B. henni en el areatdeio.
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CARACT. SITIOS EVALUADOS DURANTE EL MUESTREO

EVALUADAS GUACAVE| PUENTE MAQS AFLU |CONTROL
M= individuos 13 11 11 13 10 P<
005
LT (cms) 23,81 21,74 20,11 17,69 2185 &
opos
FPESO (grs) 210,77 165 130 136 4 170 a
FREC. MN/ oos
3000 cels (%)  0.0597 0.037 0.0264 o020 0.003 &
MEDIAM A, 004
(%) 0.0533 0.0266 0.0266 oo13 0.001 ]
RAMNGO MM g-43 1-40 0-18 0- 21 0-4
a ANOVA

b Kruskal-Wallis
Andlisis estadistico:

Las frecuencias de los sitios Puente Guaduas y dsabtaquinas fueron iguales (0.026
%), pero hubo diferencias significativas entre ®dos sitios y el control negativo
(0.001 %), asi como entre Guacavé (0.053 %), yesforde los sitios. También se
hallaron diferencias significativas entre la frautia de los sitios Afluentes (0.013 %) y
la del resto de los sitios (tabla 1). No se enewatr diferencias significativas entre las
medianas de los sexos para frecuencia de micragighe0.05).

Figura 1. micro nucleo obtenido de sangre periééde una sabaleta capturada en zona
contaminada del embalse Porce I

DISCUSION.

El resultado mas significativo en el presente éstufilie la demostracion donde se
determina que existe una correlacion directa datheecuencia de micro nucleos con la
calidad del agua de los diferentes ambientes edatu&in embargo, debe anotarse que
las Unicas informaciones sobre datos fisico-quisndmlas aguas de la zona de estudio,
corresponden al rio Medellin (Instituto Mi Rio, 92001) y al embalse Porce Il
(EPM, 2005). Para el resto de sitios muestreadnexiste informacion sobre la calidad
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de sus aguas. Sin embargo, se pudo apreciar quetitms reportados como limpios
(sitio Afluentes, quebradas La Cancana y El Guagaby los sitios tomados como
control negativo (rios Guadalupe y Riachdn), eriossde aguas muy claras, limpios y
sin olores, en los cuales no se reportan descdeyasigen antropico en gran escala tal
como lo que se reporta para el rio Porce. Estagdsale agua, por el contrario, han
sido sitios tradicionales de pesca deportiva.

Los resultados de las evaluaciones realizadas sshaeprueba de genotoxicidad, estan
de acuerdo con varios estudios que han encontradoueincias elevadas de
microndcleos y de anormalidades nucleares en gpeedabitan sitios contaminados.
En una investigacion realizada en ltalia, Minissiak enjaularon especimenes de
Barbus plebejus en rios con diferentes niveles atgaminacion, con el objetivo de
inferir la presencia de mutagenos en el agua. Serob una frecuencia superior de
micronucleos en los peces enjaulados en el riocordtaminado, cuando se compararon
con las frecuencias de los peces que proveniatodébl (Minissi et al., 1996).

En la cuenca del rio Amazonas, se ha reportadscetie la prueba de micronucleos en
eritrocitos de peces que habitan aguas contaminpdasmercurio procedente de
mineria. Porto et al. (2004), evaluaron tres esgede peces pertenecientes a tres
niveles troficos diferentes, en dos rios con difege niveles de contaminacion por
mercurio. Las frecuencias promedio de MN observagiasProchilodus nigricans
(detritivoro), Mylossoma duriventris (omnivoro) yoplias malabaricus (piscivoro),
presentes en el rio Madeira (contaminado) (0.0387y 0.017 %, respectivamente),
fueron significativamente superiores a las frecisnobtenidas en las mismas especies
pero capturadas en el rio Solimbes (control, ndaznmado con mercurio; 0.01, 0.01 y
0.006 %, respectivamente). Ademas, la frecuenaenedio de MN de la especie
piscivora, fue al menos cinco veces superior quectauencia de MN de las especies
detritivora y omnivora (Porto et al., 2004). Poraoparte, frecuencias bajas de
micronucleos no necesariamente son un indicadoauwencia de compuestos con
potencial genotoxico. Esto podria deberse a pabiasi adaptadas para resistir los
efectos de la genotoxicidad, a través de mecanisates como el incremento en las
reacciones metabdlicas tendientes a inactivarrenmentar la excrecion de compuestos
genotoxicos (Bard, 2000), ademas del aumento tisdade reparacion de su ADN y de
las tasas de renovacion celular (Bombail et aD120

En el caso de las sabaletas presentes en el enit@ise I, su exposicion crénica a
contaminantes puede estar relacionada con su ctanpento redfilo y con su
alimentacion omnivora. Ademas, el presente trabastro que la sabaleta (Brycon
henni E.) es una especie sensible a agentes geustoxsando la técnica de
microndcleos, y podria constituirse en un buennblicador (centinela) del estado de
contaminacion en que se encuentran los ecosistemagle habita. Ademas, podria
incrementar su sensibilidad aplicando pruebas cemmghtarias como el ensayo cometa.
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