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RESUMEN

Cuantificar la variacién de los pardmetros de las regiones AGNOR en eritrocitos de sangre
periférica de Oreochromis niloticus por una exposicion prolongada a dicromato de potasio.
Se utilizan Individuos de Oreochromis niloticus fueron expuestos a dicromato de potasio
durante 90 dias, se colectaron muestras de sangre de cada pez antes y después de la
exposicidn a los tratamientos. Se cuantificaron drea y nimero de regiones AQNOR por célula
y se realizaron las comparaciones estadisticas con una significancia de p<0,05. El drea de las
regiones AgNOR de los grupos expuestos a dicromato de potasio fueron significativamente
mayores al grupo control (p<0,05). El nUmero promedio de las regiones AGNOR no fueron
significativamente diferentes al grupo control (p=0,099). Los valores altamente significativos
en el drea de las regiones AQNOR (p<0,05) en los grupos expuestos a dicromato de potasio
indica la alta demanda de sintesis de proteinas que podria estar relacionada con la
activacion de la divisidn celular en las células de sangre periférica.

Palabras clave: Dicromato de potasio; Cr VI; Oreochromis niloficus; regiones AgNOR;
genotoxicidad.

ABSTRACT

To carry out a quantification the AQNOR regions parameters in peripheral blood erythrocytes
of Oreochromis niloticus under treatment with potassium dichromate. Individuals of
Oreochromis niloticus were exposed to potassium dichromate for 90 days, blood samples of
each fish were taken before and after the exposure to the treatments. Area and number of
AgNOR regions were quantified per cell and analyzed by statistical comparisons, p<0.05 was
considered significant. The groups exposed to potassium dichromate had an area of the
AgNOR regions significantly higher than the confrol group (p<0.05). The average of the
AgNOR regions per cell did not show statistically significant difference (p=0.099). The high
values of the area of the AgNOR regions found on the groups exposed to potassium
dichromate indicates a high demand of protein synthesis that would be related to the
activation of the cellular division in cells of peripheral blood.

Keywords: Dichromate of potassium; Cr |V; Oreochromis niloticus; AgNOR regions;
genotoxicity.
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INTRODUCCION

La técnica AgNOR permite la visualizaciéon
de proteinas altamente afines a la plata

(AQ) asociadas a las regiones
organizadoras de nucléolos como
nucleolin, nucleofosfin, sub unidades de la
RNA polimerasa | y el factor de

franscripcion  UBF (Derenzini, 2000). La
cuantificacién de las regiones AgNOR
constituye un pardmetro para obtener
informacion en preparados in situ de los
cambios en la actividad frasncripcional
del ARNr (Treré et al., 2004).

Las células con una alta actividad
proliferativa como las células cancerosas
tienen un elevado indice de biogénesis
ribosomal el cual es el principal esfuerzo
metabdlico de una célula en proliferaciéon
(Schmidtf, 1999). Es por ello que la
cuantificacién de regiones AgNOR ha
mostrado ser una herramienta de gran
utilidad en el diagndstico y prondstico de
neoplasias en numerosos tipos de cdncer
asi, en tejido endometrial se determind
una clara distincion en cambios benignos,
pre-malignos y malignos (Brustmann et al.,
1995); los valores de las regiones AgNOR,
en carcinomas de la gldndula paratiroides
fueron significativamente mas altos, que
en adenomas e hiperplasia de  esta
misma gldndula (Kanematsu et al., 1997).
La cuantificacién de regiones AgNOR
constituye también un marcador
indicador de citotoxicidad. En
evaluaciones en peces teleosteos, los
pardmetros de las regiones AgNOR en
células de la aleta caudal, disminuyeron a
los 180 min de exposicidn a un agentes
téxicos como lamda-cialotrin (Cavas vy
Ergene-GozUkara, 2003a), efluentes
textiles (Cavas y Ergene-GdzUkara, 2003b)
y metales como el cobre y cadmio
(Arkhipchuk y  Garanko, 2005). Sin
embargo, Investigaciones acerca del
cambio en la actividad transcripcional del
ARNr  evaluados mediante la técnica
AgNOR en células expuestas durante
largos periodos a un genotdxico adn no
han sido realizadas.

El cromo hexavalente (Cr VI) es un metal
gue ocasiona efectos nocivos sobre el
material genético de los organismos y los
compuestos que forma el Cr VI han sido
declarados por la International Agency for
Research on Cancer (IARC) (1999) como
carcinogénicos potenciales de clase |. El
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dicromato de potasio fuente importante
de este metal ha mostrado tener efectos
genotdxicos en células de mamiferos
como leucocitos de ratén in vivo y en
cultivo de células de linfocitos humanos
en sistemas biolégicos acudticos (Davi et
al., 2001; Blasiak y Kowalik, 2000.) como:
Cyprinus carpio, Carassius gibelio vy
Corydoras paleatus (Cavas et al., 2005),
Procambarus clarkii (Sienra et al., 2003) y
Oreochromis niloticus (Prieto et al., 2008).
Debido a la creciente contaminacién de
los ecosistemas y a la continua exposiciéon
humana al Cr VI, estudios de sus efectos
sobre las principales biomoléculas vy
procesos  celulares son de  gran
importancia. Es por ello que en esta
investigacion se determinaron los efectos
de un largo periodo de exposicidén a
dicromato de potasio sobre actividad
tfranscripcional del ARNr mediante la
técnica AgNOR en erifrocitos  de
Oreochromis niloticus (Shtiza et al., 2005;
Krystek y Ritsema, 2007; Barceloux, 1993;
Lees, 1991).

MATERIAL Y METODOS

Sistema biolégico

Se seleccionaron individuos de
Oreochromis niloticus de 10 cm +/- Tcm de
longitud y se mantuvieron en peceras de
60 cm x 35 cm x 40 cm con fipo de
alimentacién, aireacién y cambios de
agua constantes, durante 3 semanas para
su respectiva aclimatacién a condiciones
de laboratorio.

Diseno experimental

Se dispuso de 12 acuarios de 3 litros en los
cuales se distribuyeron los tratamientos:
agua potable declorinada  (conftrol),
dicromato de potasio 0,4 mg/Ly 0,8 mg/L
considerando 4 repeticiones por
fratamiento. Los peces se  colocaron
individualmente en cada recipiente vy
fueron expuestos durante 90 dias, con un
recambio semanal de las soluciones para
evitar la pérdida de concentracién de
dicromato de potasio.

Preparados citolégicos

Se colectaron muestras de sangre del
arco branquial de cada pez, al inicio y a
los 90 dias de fratamiento y se realizaron
extendidos celulares, los cuales fueron
fiiados con etanol absoluto durante 20
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min., secados al aire y luego coloreados
en oscuridad a 37°C durante 27 min. con
una solucién de gelatina al 0,33%, acido
férmico al 1% y nitrato de plata ( AQNQO3) al
33,3%.

Cuantificacion de regiones AGNOR

Se cuantificaron 200 eritrocitos por
[dmina  en un microscopio a 1000x. Se
obtuvo el nimero promedio de regiones
AgNOR por célula y drea promedio de
regiones AgNOR por célula. Para la
determinacion del drea se hizo un andlisis
morfométrico por imagen, ufilizando el
software Visilog 5.2.

Andlisis estadisticos

El efecto de los tratamientos sobre los
valores de las regiones AgNOR (Nro. y
drea por célula) se determind con el
andlisis de varianza y el contraste multiple
de rango LSD.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las regiones AgNOR, se visualizaron como
puntos negros con heterogeneidad de
forma, niUmero, ubicacién y tamano. Las
regiones AgNOR del grupo control, asi
como las encontradas antes de la
exposicion a los tratamientos fueron muy
pequenas Yy apenas perceptibles al
microscopio éptico. (Figura 1 A, B, CyE), a
diferencia de las regiones encontradas en
los grupos expuestos a dicromato de
potasio durante 90 dias (Figura 1 D y F).

Se registraron regiones AgNOR en
eritrocitos con una serie de anormalidades
en la morfologia nuclear y no se
encontrd un patréon definido que relacione
el nUmero, tamano y forma de las regiones
AgNOR  con las  anormalidades
morfonucleares encontradas (Figura 2).

El drea de las regiones AgNOR por
célula, registradas antes de la exposicion,
estuvieron en un rango de 0,23 um2y 0,24
MM2, Los grupos expuestos a dicromato de
potasio fueron significativamente mayores
al grupo control registrdndose diferencias
significativas entre el conftrol y los grupos
expuestos a dicromato de potasio durante
90 dias (Tabla 1).
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Tabla 1. NUmero (Nro./cel.) y drea de
regiones AgNOR por célula (Area/cel.) en
erifrocitos de O. nilotficus expuestos a
dicromato de potasio (Cr2K207)

Trofomienfos , NI’O./Cel. AreO/Cel.

mgl % Xisp X £5D
0 1.1 1% 0,24 £

0.0 0,037 0,029

! 90 1,42 + 0,31 %

0,313 0,036

0 1,11 £ 0,23 £

0.4 0,030 0,026

! 90 1,63 0,42 £
0,055 0,043*

0 1,15+ 0,24 +

08 0,067 0,030

! 90 1,84 + 0,45 +
0,103 0,058*

X : promedio, SD: desviacién estandar
*: diferencias significativas (p<0,05) comparado
con el grupo control (0,0 mg/L)

El numero de regiones AgNOR
encontrados antes de la exposicidon los
tfratamientos estuvieron en un rango de
1,11 y 1,15 por célula. Luego de Ia
exposicidon a dicromato de potasio, el
numero de regiones AgNOR por célula en
los grupos expuestos fueron mayores que
el grupo confrol pero no fueron
significativamente diferentes (p= 0,099)
(Tabla 1).

En interface, las regiones AgNOR reflejan
la actividad franscripcional del ARNTr,
mecanismo crucial para que se lleve a
cabo la biogénesis ribosomal que en
relacion directa con la demanda de
sintesis proteica (Derenzini et al., 2000). Los
bajos valores de la regiones AgNOR
encontrados antes de la exposicidon es una
caracteristica que concuerda con lo
esperado ya que los eritrocitos de O.
nildticus en sangre periférica, aungue son
nucleados, carecen de divisibn celular,
teniendo una demanda franscripcional
ribosomal baja en funcidbn de sus
necesidades metabdlicas. Se ha
demostrado que células con una escasa
proliferacién celular como en linfocitos, se
caracterizan por tener pequenas vy
aisladas regiones AQNOR (Derenzini, 2000),
lo cual confirma, ademds, la relacién
directa entre la biogénesis ribosomal y la
actividad proliferativa.
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Figura. 1 Regiones AgNOR en erifrocitos de O.
niloticus: Grupo control: A-O0 dias y B-90 dias.
Grupo 0,4 mg/L de CrK207 : C-0 dias y D-90
dias. Grupo 0,8 mg/L de Cr2K207 : E-O dias y F-
90 dias. Barra 10 ym.

El aumento de los pardmetros de las
regiones AgNOR vy las anormalidades
morfonucleares encontradas en eritrocitos
de sangre periférica de O. niloticus
confrman el dano sobre el material
genético ocasionado por el cromo, este
puede darse por dos maneras principales:
el dano oxidativo del ADN vy la interaccién
Cr llI-ADN pudiendo ocasionar aductos Cr-
ADN, uniones ADN-ADN y ADN-proteinas,
ademds de modificaciones nucleotidicas
(Levina y Lay, 2004; Kirpnick-Sobol vy
Reliene, 2006). Estos efectos se halbrian
producido durante la hematopoyesis en
el rindn cefdlico, principal  drgano
responsable de este proceso en peces
teledsteos (Udroiu, 2006).

Anfe esta constante exposicion
genotdxica, los genes involucrados en el
confrol del ciclo celular juegan wun
importante rol en la prevencidon de una
posible fransformacién neopldsica. En
efecto, el aumento de la proteina p53 y su
actividad de unidon al ADN por el efecto
del Cr VI derivado del dicromato de ha
sido demostrado in Vitro en células
epiteliales de pulmdén evaluado hasta 16h
de exposicion, indicando al radical oxidrilo
(OH), como el principal causante de la
activacion del gen p53 (Wang, et al.,
2000).
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Figura 2. Regiones AgNOR de eritrocitos con
anormalidades morfonucleares de O. niloticus
expuestos a CrK207. Barra 10 ym

Sin  embargo, por una inestabilidad
genética prolongada, la funcién este tipo
de genes podrian alterarse ocasionando
la perdida de los mecanismos que inhiben
la progresion del ciclo celular, permitiendo
de esta manera que una célula alterada
continle dividiéndose y acumulando
mutaciones que podrian derivar en una
transformacién neopldsica. Al respecto, en
estudios epidemioldégicos de cdncer
pulmonar asociado a la exposicidon al
cromo, se determiné la metilacion la
region promotora del gen plé y su
reducida expresidn, cuyo producto es un
inhibidor del complejo Cdk4-Ciclina D que
favorece la progresiéon del ciclo celular
(Kondo et al., 2006).

Por ofro lado, la relacién entre la actividad
de los genes supresores de tumores p53 y
pRb y la actividad transcripcional del ARNr
mediante la cuantificacién de las regiones
AgNOR, ha sido investigada por Treré
(2004) en tumores primarios de cdncer de
mama, encontrando que las células
tumorales que tuvieron deleccién del gen
pRb, un alto indice de pRb fosforilado y
mutaciones del p53 se caracterizaron por
tener un indice altamente significativo de
los valores en drea de las regiones AQNOR
respecto a las células que tenian el p53 y
pRb inalterados.

Teniendo en cuenta la posible alteracion
de los genes implicados en el control del
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ciclo celular y la relacién directa entre la
biogénesis ribosomal con la actividad
proliferafiva, los  valores altamente
significativos en el drea de las regiones
AgNOR (p<0,05) en los grupos expuestos
durante 90 dias a dicromato de potasio
indicaria la alta demanda de sintesis de
proteinas relacionada con la activacién
de la divisibn celular en las células de
sangre periférica.
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