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Resumen

Las poblaciones de aves silvestres disminuyen por
diversos factores ambientales. Uno de ellos es la
contaminacion ambiental, especialmente causadas por
plaguicidas y otros genotdxicos que son empleados en
diversas actividades agropecuarias y agroindustriales,
asi como practicas antropicas, las cuales son fuentes
importantes de contaminacion que afectan el suelo, agua
y aire.

Contaminantes como los genotoxicos, ademas de causar
modificaciones genéticas, afectan diversas funciones
metabolicas en las aves, como la termorregulacion, los
patrones de alimentacion y la ingesta de agua, asi como
el comportamiento innato y adquirido. Esto tiene un
impacto en la tasa de apareamiento y la puesta de huevos,
afectando la poblacion de aves y la heterogeneidad del
habitat. Diversos trastornos y enfermedades como
neurotoxicidad, enfermedades endocrinas y alteraciones
en la reproduccion celular estdn asociados a la
exposicion de las aves a plaguicidas y pesticidas. Esta
exposicion puede ser evaluada por medio de la prueba de
micronucleos y la relacion heterofilo/linfocito (H/L) en
sangre periférica de fauna silvestre y como un indicador
del estado de salud y estrés en las aves.

El desarrollo de la presente contribucion muestra el uso
adecuado para aves, asi como la forma de cuantificar e
identificar las células de la prueba de micronucleo y H/L.
Se destaca la necesidad de tomar medidas efectivas para
reducir la liberacion de genotoxicos, promover practicas
agricolas sostenibles y proteger los habitats de las aves.
De igual forma la importancia de la investigacién sobre
los mecanismos de genotoxicidad y desarrollar
estrategias de conservacion.

Palabras clave: Contaminantes genotoxicos, prueba de
micronucleos, indicadores ambientales.

Abstrac

Wild bird populations decline due to various
environmental factors. One of them is environmental
contamination, especially caused by pesticides and other
genotoxins that are used in various agricultural and agro-
industrial activities, as well as anthropic practices, which
are important sources of contamination that affect the
soil, water, and air.

Contaminants such as genotoxics, in addition to causing
genetic modifications, affect various metabolic
functions in birds, such as thermoregulation, feeding
patterns and water intake, as well as innate and acquired
behavior. This has an impact on the mating rate and egg
laying, affecting the bird population and habitat
heterogeneity. Various disorders and diseases such as
neurotoxicity, endocrine diseases and alterations in cell
reproduction are associated with the exposure of birds to
pesticides and pesticides. This exposure can be evaluated
through ~ the  micronucleus  test and  the
heterophil/lymphocyte (H/L) ratio in peripheral blood of
wildlife and as an indicator of health and stress status in
birds.

The development of this contribution shows the proper
use for birds, as well as how to quantify and identify the
cells of the micronucleus and h/l test. The need to take
effective measures to reduce the release of genotoxics,
promote sustainable agricultural practices and protect
bird habitats is highlighted. In the same way, the
importance of research on the mechanisms of
genotoxicity and the development of conservation
strategies.

Key words: genotoxic contaminants, micronucleus test,
environmental indicators.
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INTRODUCCION

Diversas actividades agropecuarias y
agroindustriales, asi como algunas practicas
antropicas  son  fuentes  importantes de
contaminacion. Estos contaminantes se depositan en
el suelo, agua y aire los cuales posteriormente
circulan a través del ambiente llegando a causar
efectos adversos [1].

Algunos de estos contaminantes como los
plaguicidas utilizados en la agricultura afectan a la
vida silvestre [1]. A partir de 1940 aumentaron los
estudios relacionados al uso del Dicloro Difenil
Tricloroetano (DDT) sobre cultivos vegetales y los
efectos que causaba sobre las poblaciones de aves
debido a una notable disminucion [2].

La disminucion en las poblaciones de aves también
se ha relacionado con enfermedades causadas por
agentes genotoxicos. Los genotoxicos son
elementos capaces de modificar la replicacion
celular, mas alla de tener efectos genéticos, se llegan
a expresar de manera adversa afectando funciones
metabdlicas en las aves tales como la
termorregulacion, patrones de alimentacion e
ingesta de agua, asi como de comportamiento innato
y adquirido lo que influye en la disminucién en la
tasa de apareamiento y puesta de huevos, afectando
a la poblacion de aves, de tal forma que las
afecciones alcanza las funciones ecosistémicas e
interviene en el decremento de la heterogeneidad del
habitat [3].

Algunos trastornos como la neurotoxicidad y
enfermedades endocrinas estan relacionadas a los
efectos causados por plaguicidas y pesticidas en las
poblaciones de aves, al igual que los niveles
superiores en productos con LD50 ya que la
mortalidad aguda podria estar relacionada a la
exposicion cronica por absorcion oral con la
inhibicion de la acetilcolina esterasa por parte de
organoclorados, 6rganofosfatos y carbamatos [3].

Otros padecimientos causados por la exposicion a
contaminantes como los genotdxicos se debe a que
estos elementos quimicos se adhieran al alimento
que llegan a consumir las aves (como semillas e
insectos) afectando el éxito reproductivo y la
supervivencia de las especies [4]. Los plaguicidas
con mayor capacidad genotoxica para la avifauna
silvestres son los organofosforados, carbamatos,
piretroides y triazinas. De los plaguicidas resaltan
los herbicidas, insecticidas y fungicidas los cuales
afectan la genética de los organismos ocasionando
cambios estructurales sobre los cromosomas o
aberraciones cromosdmicas (AC), irregularidades
en la distribucion cromosomica y alteraciones

durante la reproduccion celular (tanto mitosis como
meiosis), esterilidad y letalidad embrionaria, asi
como mutaciones en tejidos somaticos y células
germinales expresados morfologicamente y en la
descendencia [5].

En cuanto a los efectos patologicos y conductuales
relacionados a herbicidas con atriazinas se
encuentran una disminuciéon en el alimento
disponible, de los efectos fisicos esta la pérdida de
peso corporal, deshidratacion, fallas en el control
hipotalamico de la pituitaria ovarica, en el
crecimiento de neoplasicos como linfomas, cancer,
linfohematopoyéticos y  desnutricion  como
resultado de disminucion de eritrocitos,
hemoglobina y hematocritos [6].

Dentro de los ecosistemas las aves pueden ser
utilizadas como monitoras de contaminacion
ambiental [7]. Por ejemplo, la presencia de
gorriones de pastizal en ecosistemas maduros
pueden ser un indicador del nivel de deforestacion o
destruccion del habitat [8]. La prueba de
micronucleos se considera una técnica de
evaluacion de los efectos clastogénicos y
aneugénicos por parte de contaminantes
ambientales [4]. Esta técnica determina los
eritrocitos micronticleados (EMN) y prolongaciones
nucleares (EPN) en sangre periférica ya que es uno
de los biomarcadores de efecto mas versatil y
utilizado debido a su efectividad, relativa sencillez,
la rapidez en la obtencion de resultados y por el bajo
costo. Esta prueba es altamente informativa, ya que,
al observar dichas estructuras en el citoplasma de las
células analizadas, se corrobora que se perdiod
material genético, evento altamente relacionado con
procesos carcinogénicos [9].

La prueba de EMN consiste en identificar y
cuantificar el dafio generado en el material genético
de las células a partir de la presencia de
micronucleos (MN) o prolongaciones nucleares [9].
Los MN son fragmentos o cromosomas completos
sin centromeros que no estan incorporados al nucleo
de las células replicadas también llamadas células
hijas, en el caso de los fragmentos estos se forman
durante la transicion de division celular durante la
mitosis [9], mientras que los EPN se identifican
como filamentos propios del ntcleo que se forman
como extensiones durante la transcripcion celular.

Adicionalmente la relacion Heter6filo /Linfocito
(H/L; Figura 1) determina el estado de salud como
indicador del sistema inmune [10], es el principal
indicador de estrés en las aves, de modo que tener
un conteo elevado indican niveles altos de
glucocorticoides, enfermedades nutricionales e
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infecciones bacterianas [11]. Los niveles de H/L en
sangre estan relacionados al estrés. El estrés en las
aves es causado por diversos factores tales como la
temperatura ambiental, en algunos casos el calor con
temperaturas superiores a 30.4°C, otro factor
asociado es la segregacion del organismo de la
parvada a causa de un desorden social como por
ejemplo la presencia de un depredador. También la
alimentacion es clave para mantener un nivel estable
de corticoides ya que un cambio hormonal altera la
composicion hematoldgica de este modo la falta de
alimento es un promotor de estrés y altera la relacion
en los niveles H/L [10].

- y
. '

Figura 1. De lado derecho se muestra un heterofilo;
izquierda se muestra linfocito (sefialados con flecha
respectivamente) pertenecientes a una muestra de

sangre periférica de un ave en un frotis tefiido con
hemocolorante rapido Diff-Quik.

DESARROLLO

El uso de la prueba de EMN vy la relacion H/L trae
varias ventajas, sin embargo; una de las desventajas
es el aumento en los niveles de corticosterona en
plasma después de la captura y su manipulacion ya
que se ha probado que esta aumenta de manera
rapida en fauna silvestre [12].

Para la evaluacion de la genotoxicidad en células
hematologicas es conveniente que sea de sangre
periférica debido a su produccién y circulacion por
el torrente sanguineo. Para la extraccion de sangre
periférica en las aves se recomienda extraer a cada
individuo capturado una muestra de sangre (0.75 uL
aproximadamente equivalente a una o dos gotas)
mediante puncion de la vena braquial/ulnar con una
jeringa de insulina U-100 con aguja (sin espacio
muerto) 1 mL 29GX 13 mm. Para cada ejemplar
colectado se debe realizar dos frotis sanguineos
utilizando un portaobjetos previamente limpio,
desengrasado y codificado, dejando secar al aire
libre.

Posteriormente las muestras de frotis tomadas se
deben fijar en etanol al 80% durante 10 minutos y
enseguida ser teflidos. Uno de los frotis de cada

ejemplar se tifie con hemocolorante rapido (Dift-
Quik = DQ) durante 30 segundos en cada una de las
tres soluciones, cada una debe ser lavada con agua
destilada y secadas al aire libre. Para la segunda
muestra se recomienda tefiir en anaranjado de
acridina (AC), dicha técnica se inicia preparando 1
litro de buffer dividido en dos cajas coplin, la
primera caja con AC y la segunda inicamente con el
buffer. Una vez que se pinta el frotis por 10 minutos
en la primera caja y enjuagando en la segunda caja
coplin por otros 10 minutos y sebe de dejar secar los
frotis a aire libre [9].

Para el conteo diferencial leucocitario y
posteriormente obtener el indice H/L se contabilizan
100 leucocitos por organismo con el microscopio a
100x, para los frotis tefiidos con AC se recomienda
utilizar el mismo microscopio (100x) haciendo uso
de una lampara con fluorescencia. Por cada tincién
se deben cuantificar 10,000 eritrocitos totales (ET)
en los que se identifique la frecuencia de eritrocitos
micronucleados (EMN), eritrocitos con
prolongaciones nucleares (EPN) y eritrocitos
policromaticos (EPC) [13].

DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

Los eritrocitos de las aves tienen un periodo de vida
de 20 a 45 dias, los EPC son eritrocitos en fase
temprana o jovenes que en comparacion a los
eritrocitos maduros se aprecian mas grandes [13].
Los EPC se tifien de color rojo con la tincion AC lo
que facilita su identificacion cuando se pretende
contarlos en pruebas de periodos cortos de
exposicion [14]. Las aves con presencia de EPC
mayores a 100/1000 ET se puede usar como
biomarcador la frecuencia de EPC con micronticleos
cuando se sospecha de exposicion a contaminantes
genotoxicos en periodos cortos (alrededor de 24
horas), por lo anterior la ausencia de anormalidades
en los EPC de las aves de puede considerarse como
indicador de que no han sido expuestas a
compuestos genotoxicos.

Los MN se identifican como pequefios centros
similares al nuicleo de menor tamano,
completamente separados del nucleo principal pero
siempre presente dentro del citoplasma del eritrocito
(Fig. 2). Cuando se observa un numero de 6 o mas
EMN/10,000 ET es sefial de fallas en el bazo por
posible exposicion a sustancias genotoxicas [9].
Cuando se observa lo anterior se reconoce que estas
especies son susceptibles a dafio genotodxico y
pueden ser propuestas como biomonitores mediante
el uso de la prueba de micronticleos [15].
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Figura 2. Eritrocitos de una muestra de sangre
periférica de ave en frotis tefiido con anaranjado de
acridina. a) Eritrocito micronucleado; b) Eritrocito
policromatico con micronucleo; c¢) Eritrocito con
prolongacion nuclear.

De igual forma es importante considerar que los
eritrocitos pueden presentar prolongaciones
nucleares, los cuales son similares a los MN, sin
embargo, estos aun se encuentran unidos al nucleo
principal del eritrocito (teniendo forma de cacahuate
o hebra de cromatina) [16]. La formacion de EPN en
sangre periférica también estd relacionada a la
formacion de EMN por exposicion a sustancias
genotoxicas [17].

CONCLUSIONES

La relacion H/L presente en el sistema inmune de las
aves indica el estado de salud y nivel de estrés, ya
que estas células son los primeros agentes contra
infecciones bacterianas, virales y parasitarias [18].
En las aves, el nimero y proporcion de H/L reflejan
la salud de los individuos y por ende de la poblacion
en general, sin embargo, la frecuencia observada de
EPC y EMN sugiere la posibilidad de usar este tipo
de células como biomarcador cuando se sospecha de
exposicion a genotoxicos. Es importante reconocer
que los valores de estos biomarcadores hematicos
son altamente variables cuando se trata de establecer
comparacion con otras especies de aves, debido a
diversos aspectos biologicos como si se encuentran
en vida libre o cautiverio, sexo y edad, incluso entre
aves residentes o migratorias [19], por esta razon se
recomienda ampliar este tipo de estudios para
generar valores de referencia.

La disminuciéon de las poblaciones de aves en
Meéxico es un tema complejo influenciado por varios
factores, entre ellos los genotdxicos ambientales.
Los pesticidas, los metales pesados y la
contaminacion del aire han demostrado efectos
genotoxicos en las aves, lo que lleva a problemas
reproductivos, alteracion del comportamiento y
disminucion general de la poblacion. Para mitigar
estos efectos, se deben tomar medidas efectivas para
reducir la liberacion de genotdxicos al medio
ambiente, promover practicas agricolas sostenibles
y proteger los habitats de las aves. Ademas, se

necesita mas investigacion para comprender mejor
los mecanismos de genotoxicidad y desarrollar
estrategias de conservacion que salvaguarden la
diversidad aviar de México. Solo a través de
esfuerzos integrales podemos esperar revertir el
declive y asegurar la supervivencia de las especies
de aves de México.
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