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Abstract: Felines: an alternative in genetic toxicology studies? The micronuclei (MN) test carry out in
peripheral blood is fast, simple, economic and it is used to detect genotoxic environmental agents. MN are frag-
ments of chromosomes or complete chromosomes remaining in the cytoplasm after cell division, which increase
when organisms are exposed to genotoxic agents. Therefore, species with the highest values of spontaneous
micronucleated erythrocytes (MNE) are the most suitable to be potentials biomonitor of micronucleogenic
agents, using a drop of blood. Nine species of Felines that present spontaneous MNE in peripheral blood are
shown. From these species, the cat has been previously proven, with positive results and also lion (Panthera
leo), yaguaroundi (Felis yagoaroundi), lynx (Lynx ruffus), jaguar (Panthera onca), puma (Puma concolor), tiger
(Panthera tigris), ocelote (Felis padalis) and leopard (Panthera pardus) display spontaneous MNE, and with
this characteristic this Family can be propose like a potential group to be used in toxicogenetic studies. Rev. Biol.

Trop. 56 (2): 969-974. Epub 2008 June 30.
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La prueba de microntucleos

Los micronticleos (MN) se estan usando
para estudiar genotoxicidad en algunas especies.
Nuestro grupo ha estudiado a los microntcleos
espontancos de gran cantidad de especies, con
la intencién de seleccionar aquellas con el
mayor numero para proponerlas como modelos
para estudios de genotoxicidad (Zuiiga 1996a,
Zuniga-Gonzalez 1998, Zuiiga-Gonzalez 2000,
Zuiiga-Gonzalez 2001a, Zuiiiga-Gonzalez 2001,
Zhniga-Gonzalez 2002). Los MN espontaneos

no pueden ser observados en la sangre periférica
de todas las especies y solo aquellas que presen-
tan esta caracteristica pueden ser “Gtiles” como
monitores de genotdxicos mediante la prueba
de MN. En estas especies, el sistema que se
encarga de retirarlos de la circulacion no es muy
eficiente y podemos verlos por acumulacion en
su sangre periférica (Zuiiga 1996a, Oxenham
1999, Zhiiga-Gonzalez 2000, Zuiiga-Gonzalez
2001) y en numero significativamente mayor
cuando estas especies se exponen a genotoxi-
cos ambientales.
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Si bien ya se conocen especies que pueden
ser utilizadas (en su mayoria de laboratorio),
en toxicologia genética se acepta que una
sola prueba no permite concluir respecto a la
genotoxicidad de un compuesto, ya que exis-
ten drogas o medicamentos que responden de
manera especie-especifica o tejido-especifico
(Ramirez-Mufoz et al. 1999a), por lo que se
vuelve importante tener diferentes alternativas.

.Que son los microntucleos?

Los MN son fragmentos de cromosomas
o cromosomas completos que quedan fuera
del nucleo en mitosis (Schimid 1975, Heddle
et al. 1978, Corazza et al. 1990, McDonald et
al. 1998). Su formacion se basa en que en ana-
fase, cualquier fragmento cromosdémico que no
posea centromero no podra integrarse al niicleo,
pues carece del elemento indispensable para
orientarse en el huso acromatico. Después de la
telofase los cromosomas normales, asi como los
fragmentos que posean centromero, daran ori-
gen a los ntcleos de las células hijas regulares.
Los elementos rezagados (fragmentos o cro-
mosomas completos) quedaran incluidos en el
citoplasma de las células hijas y una consider-
able proporcion es transformada en uno o varios
nucleos secundarios que son como regla mucho
mas pequefios que el nucleo principal y de ahi el
nombre de MN (Schmid 1975, Yamamoto ef al.
1980, Heddle et al. 1983, Afshari et al. 1994).
Entonces, la presencia de MN se traduce en el
ambito celular como pérdida de ADN.

. Qué determina el ensayo de MIN?

La prueba de MN detecta tanto agentes
que rompen cromosomas (clastogénicos) como
los que dafian el huso mitdtico (aneuploidogé-
nicos) (Schmid 1975, Heddle ef al. 1983) y se
realiza en tejidos con rapida proliferacion celu-
lar (Heddle ef al. 1983, Schmezer ef al. 1990).
El ensayo de MN en eritrocitos de sangre
periférica es entonces una alternativa altamente
informativa para el monitoreo de genotoxicos,
que no requiere del sacrificio de los organ-
ismos, ademas de ser rapida y econdmica.
Por tanto, utilizar organismos “centinelas” o
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bioindicadores para la prueba de MN, puede
darnos también informacién del efecto de nue-
vos medicamentos de uso veterinario.

Felinos muestreados

En el presente mostramos solamente espe-
cies de felinos, con la intenciéon de remarcar la
importancia de esta familia como un grupo poten-
cialmente adecuado para estudios de genotoxi-
cidad por presentar eritrocitos micronucleados
espontaneos (EMNe). Hasta el momento hemos
tenido la oportunidad de muestrear 37 animales
de nueve especies diferentes de felinos, los cuales
han sido obtenidos del Zoologico Guadalajara,
Zoolobgico Puerto Vallarta y colecciones privadas
(Zitniga 1996a, Zuiiga-Gonzalez 1998, Zuniga-
Gonzalez 2000, Zuniga-Gonzalez 2001a, Ziiiga-
Gonzalez 2001, Zaniga-Gonzalez 2002).

Obtencion de la muestra de sangre
para la valoracion de MN

Para la determinacion de los eritrocitos
micronucleados (EMN) se obtuvo una gota de
sangre con la que se hicieron dos extendidos
sobre portaobjetos limpios y desengrasados, se
dejaron secar a temperatura ambiente, se fijaron
en etanol absoluto por 10 minutos, se tifieron con
naranja de acridina (Zuiiga-Gonzalez 2003), que
es un colorante especifico para acidos nucleicos
y se contaron EMNe en 10 000 eritrocitos, medi-
ante observacion de la muestra en un microsco-
pio equipado con lampara de epifluorescencia.
En la Fig. 1 se puede observar un EMN tipico

Fig. 1. La flecha indica un eritrocito de sangre periférica de
felino con EMNe tefiido con naranja de acridina.
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de sangre periférica de un felino. Los valores de
EMNe de los felinos muestrados, se muestran
en el Cuadro 1, como se puede observar, todas
las especies mostraron EMNe, si bien, de una
especie solo se pudo obtener una muestra.

El uso de biomonitores en toxicologia
genética y el ensayo de MN

El monitoreo por el analisis directo de los
agentes quimicos requiere del conocimiento del
contaminante a verificar y su evaluacion esta
limitada por la sensibilidad y especificidad del
método utilizado. En cambio, los bioindicadores
nos permiten estudiar el agente problema, asi
como sus metabolitos, que en ocasiones pueden
ser mas toxicos que el compuesto original
(Rodriguez-Ariza 1992). Para el caso particular
de la prueba de MN, estos organismos deberan
responder formando EMNe. Esto es debido a
que la parte de su sistema inmunoldgico encar-
gado de retirarlos, no tiene un estricto control
sobre €stos y como consecuencia se pueden
observar variaciones en sus valores en sangre

periférica como resultado de su acumulacion,
por lo tanto, si a estos organismos se les expone
a agentes genotoxicos, el numero de EMN se
incrementara por su acumulacion (Zuiiga-
Gonzalez 1998, Zufiiga-Gonzalez 2001a), con
lo que se podran detectar genotdxicos micronu-
cleogénicos mediante la comparacion de EMN
de la sangre periférica antes y después de la
exposicion o al comparar los valores de pobla-
ciones situadas en diferentes lugares.

Observamos que todas las especies mues-
treadas presentaron EMN, aunque, por estudios
que hemos realizado con otras familias, sabe-
mos que esta situacion no es comun. Por citar
un ejemplo, en el orden de los Roedores existen
especies que presentan EMN y especies que no
los presentan dentro de la misma familia.

A simple vista se observa que el grupo de
los felinos es bastante uniforme desde el punto
de vista estructural y todas las especies que la
conforman, desde el gato hasta el tigre tienen un
enorme parecido “familiar”, esto en otras famili-
as no sucede y se requiere tener mas conocimien-
tos taxonomicos para poder relacionar especies

CUADRO 1
Eritrocitos micronucleados espontdneos de 9 especies de felinos

Especie N  Conteo individual de EMNe Media + DE  Referencia
Zuniga 1996a, Zaniga-
Leon (Panthera leo) 5 0.5,0.7,8.0, 5.5, 6.0 41+34 Gonzalez 2000, Zaniga-
Gonzalez 2001b
Yaguaroundi (Felis yagoaroundi) 3 4.5,9.0,7.0 6.8+23 Zuniga 1996a,
Gato doméstico (Felis domesticus) 6 6.0, 8.0, 8.0, 6.5, 13.0, 9.0 84+25 Zuniga 1996a
Gato siamés (Felis domesticus) 3 11.0, 11.0, 10.0 11.0+0.9 Zuiiga 1996a
Zuniga 1996a, Zaniga-
Lince (Lynx ruffus) 4 1.0, 12.0, 19.0, 15.0 11.9+8.1 Gonzalez 2000, Zaniga-
Gonzalez 2002
Jaguar (Panthera onca) 2 10.0, 18.0 14.0 +5.7 Zuniga-Gonzalez, 2002
Puma (Puma concolor) 2 18.0, 19.0 18.5+0.7 Zuiiiga-Gonzalez, 2001b
Tigre de Bengala (Panthera tigris) 8 éig’ %ig’ 23.0,17.0,17.0, 23.0, 19.8+£3.6 Zuiiga-Gonzalez, 2001b
Ocelote (Felis pardalis) 3 13, 37.0, 23.0 245+ 11.8 Zuniga-Gonzalez, 2000
Leopardo (Panthera pardus) 1 57.0 57.0 £ 0.0 Zuniga-Gonzalez, 2002

Los valores se indican como promedio + desviacion estandar (DE) de EMNe en 10,000 eritrocitos. n: niimero de individuos

muestreados; EMNe: eritrocitos micronucleados espontaneos.
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dentro de una familia. En otras palabras, cuando
observamos algun individuo de este grupo no
queda duda de que se tiene a un felino (Blank-
Hamer 1983, Vaughan 1988).

Si bien, s6lo hemos podido muestrear
aproximadamente la cuarta parte de las espe-
cies existentes y no tenemos un representante
de cada especie, nosotros presuponemos que
el resto también presentara EMNe, esto lo
fundamentamos en que todas las especies aqui
muestreadas presentaron EMNe y es noto-
rio que son especies originarias de diferentes
partes del mundo, con lo que queda claro que el
origen de esta familia se dio a partir de un ance-
stro comun que origind a los demas géneros,
incluidos a los actuales y por lo mismo, es muy
probable que compartan esta caracteristica.
Nuestros resultados, por tanto, son acordes con
el origen propuesto de esta familia a partir de
un ancestro extinto (Vaughan 1988). Por tanto,
si el origen fue de esta manera, este ancestro
debid tener un sistema de limpieza de EMN
poco eficiente, el cual fue heredado a todas las
especies de esta familia. Desde un punto de
vista evolutivo y de adaptacion, alguna ventaja
les dio, ya que esta caracteristica se ha man-
tenido a través del tiempo, y se ha conservado
en las especies actuales.

Este hallazgo nos plantea dos preguntas
inmediatas:

.Las especies que conforman a esta familia
podrian ser potenciales monitores para
estudiar genotoxicos?

Este cuestionamiento lo pudiéramos con-
testar parcialmente si tomamos en cuenta que
las especies con EMN espontaneos han sido
las de utilidad para realizar la prueba de MN,
como es el caso del ratdn, el hamster o la ardilla
(Hart 1983, Hayashi 1990, Zuiiga-Gonzalez
2001a), Si bien, mas importante puede resul-
tar el antecedente de que el gato ya ha sido
demostrado como un potencial bioindicador
(Zuiiga-Gonzalez 1998), con la ventaja de
que, por un lado, es una especie territorial, lo
que permitira realizar trabajos de monitoreo
de zonas delimitadas al aportar datos del lugar
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en el que habita, o por otro lado, puede ser uti-
lizado en laboratorio, como ya histéricamente
ha sucedido. En el presente otras especies de
felinos, como el gato siamés, lince, jaguar,
puma, tigre de bengala, ocelote y leopardo,
presentan incluso valores mas altos que el gato
doméstico, por lo que son potencialmente fact-
ibles de ser considerados.

. Cual es la causa de que este grupo
presente EMN espontaneos, cuando lo
comiin es que éstos sean retirados de la

circulacién rapidamente?

Este cuestionamiento es mas dificil de
contestar y s6lo podremos lucubrar respecto a
datos que conocemos del comportamiento de
los EMN. Sabemos que los EMN se presentan
cuando el sistema inmune se encuentra inma-
duro, como sucede con varias especies incluido
el humano (Zuniga-Gonzalez 2001b), y que
conforme el individuo madura, estos disminuy-
en hasta quedar en valores cercanos a cero, lo
que no es el caso de la familia aqui estudiada.
Hemos identificado la importancia del bazo en
algunas especies para la eliminacion de EMN
de la circulaciéon (Ramirez-Muiioz 1999b) y
también hemos podido relacionar la presencia
de estas estructuras en organismos inmunologi-
camente inmaduros (Zuiiga-Gonzalez 2001b),
de hecho los felinos, como otras especies,
tienen valores mas altos de EMN en los organ-
ismos con pocos dias de nacidos que en indi-
viduos adultos. Sin embargo, el encontrar EMN
en los felinos no podemos interpretarlo como
un problema inmunolégico de la familia, ni
pensar que las especies con EMN espontaneos
seran mas susceptibles a presentar infecciones
por tener menor eficiencia de sus sistemas de
“limpieza”. Sin embargo, desde éste punto de
vista resulta que si se observa este fendmeno,
pero solo es real en organismos jovenes y no
asi en estado adulto. Los valores de EMN
espontaneos son caracteristicos de cada espe-
cie y su presencia pareciera estar relacionada
exclusivamente con la capacidad que tiene el
sistema reticuloendotelial para retirarlos de la
circulacion mas rapidamente o en su totalidad
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en algunos casos 0 mas tardiamente y permitir
su circulacion en otros casos.

Algo relacionado también lo vemos con
el humano en el que, s6lo se pueden observar
EMN espontaneos en recién nacidos inmaduros
(Ztniga-Gonzalez 2001b) o cuando las per-
sonas son esplenectomizadas (Schlegel 1986,
Corazza 1990, Zuiiiga 1996b), lo que también
ocasiona una menor capacidad de respuesta por
parte del sistema inmune del individuo.

De cualquier manera, la presencia de EMN
espontaneos en los felinos es la caracteristica
que se requiere para realizar la prueba de MN en
eritrocitos de sangre periférica y nos da la posi-
bilidad de utilizarlos como bioindicadores de
genotoxicos, basicamente micronucleogénicos.

La prueba de MN que se pretende utilizar
en estas especies puede resultar una de las
pruebas mas sencillas y econdmicas descritas
hasta ahora, ya que s6lo se requiere una gota de
sangre, portaobjetos, colorantes y un microsco-
pio, por lo que es una técnica al alcance incluso
del laboratorio mas modesto.

Contar con organismos exoticos con posi-
bilidades para detectar genotdxicos ambien-
tales, ademas de la alternativa de trabajar
con ellos en el laboratorio, nos permite tener
opciones para estudiarlos en su medio natural
y con esto, conocer lo contaminado que éste
pudiera encontrarse, solo basta elegir correcta-
mente la especie a utilizar.

En el presente trabajo mostramos que la
familia de los felinos, debido a sus caracteris-
ticas particulares de tener EMN espontaneos,
son potenciales indicadores de contaminacion
que afecta directamente el material genético,
evidenciado de manera contundente mediante
la prueba de MN.

RESUMEN

La prueba de micronucleos (MN) en sangre perifé-
rica es rapida, sencilla, econdmica y sirve para detectar
genotdxicos ambientales. Los MN son fragmentos de cro-
mosomas o cromosomas completos que por alguna causa
quedan fuera del nucleo en mitosis, pero que incrementan
significativamente cuando los organismos que los presen-
tan de manera espontanea se exponen a genotoxicos. Por lo

tanto, el requisito para que una especie pueda ser utilizada
para esta prueba es que presente eritrocitos micronucleados
espontaneos (EMNe), con lo que estas especies pueden ser
potenciales bioindicadores de genotdxicos micronucleo-
génicos, con sOlo una gota de su sangre. En el presente
articulo es mostramos 9 especies de felinos que como
caracteristica general presentan EMNe. Del total de espe-
cies de felinos, el gato ha sido previamente probado, con
resultados positivos y ya que también el ledn, yaguaroundi,
lince, jaguar, puma, tigre de bengala, ocelote y leopardo
presentan EMNe, esta familia puede ser propuesta como
un grupo potencialmente adecuado para estudios de toxi-
cogenética. En otras palabras, cada una de estas especies
puede llegar a ser un modelo potencial para determinar
exposicion a genotdxicos en nuestro entorno, de una mane-
ra sencilla y rapida.

Palabras clave: Felinos, micronucleos, bioindicador,
genotoxicidad, eritrocitos, sangre periférica.
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