Riesgo genotoxicoldgico en poblaciones de vicuiias (Vicugna vicugna) expuestas a
mineria aurifera

INFORME DE RESULTADOS PRELIMINARES
Lic. Liz Helen Romero Patzi
Antecedentes

La vicufa (Vicugna vicugna) es el camelido silvestre mas pequefio entre los camélidos
sudamericanos cuya fibra es considerada una de las mas finas del mundo (Castillo 2009,
MMAVYA 2012, Grigione et al. 2018). La caza ilegal para uso de su fibra llevé a la
especie al borde de la extincion, sin embargo, se logro recuperar sus poblaciones gracias
a acciones conjuntas entre Argentina, Bolivia, Chile y Pert (Acebes et al. 2018,
Grigione et al. 2018). Esto ha permitido el aprovechamiento de la fibra producto de la
esquila de individuos mantenidos en silvestria, generando ingresos para las
comunidades indigenas (MMAYA 2012, Grigione et al. 2018, UNEP-WCMC 2021).
Actualmente los mayores riegos que enfrenta la especie tienen relacion con la
degradacion de habitat, a consecuencia de la contaminacion por actividades mineras.

Las actividades mineras legales e ilegales en Bolivia han aumentado exponencialmente
en los ultimos afios (Bocangel 2007, Rodriguez et al. 2020) y el ANMIN Apolobamba
es una region importante para la mineria aurifera (Acosta et al. 2011). Este incremento
en las actividades mineras implica un aumento de la contaminacion que provocan,
principalmente por el tipo de mineria, con técnicas de amalgamacion con mercurio
(Enriquez 2001, Acosta et al. 2011, MMAYA 2016, Beltran-Saavedra et al. 2020). Los
residuos de esta mineria contienen altos niveles de mercurio, los cuales se desechan al
ambiente llegando a contaminar suelos, agua y aire (Gaona 2004, Huanqui 2018), que al
contacto con la fauna y los humanos provoca dafios a su salud (Mendoza-Garcia et al.
2008, Poulin y Gibb 2008, Gaona 2014, Rodriguez 2017, Huanqui 2018).

En este sentido, las técnicas de analisis de riesgo genotoxicoldgico permiten conocer el
nivel de dafo en el ADN nuclear de los individuos analizados, con lo cual se pueden
conocer los efectos que estan teniendo los contaminantes producto de la mineria, previo
a que aparezcan afecciones visibles (Zalacain et al. 2005, Holland et al. 2008, Cedano et
al. 2012, Torrez-Bugarin y Ramos-Ibarra 2013, Torrez-Bugarin et al. 2018).

Conocer los efectos de la contaminacion minera en la salud animal, en especial en
poblaciones de especies que estan bajo proteccién y tienen importancia econoémica
como la vicufa, permitird tomar acciones para asegurar su conservacion, y dara indicios
de la salud del ecosistema y de posibles riesgos para la salud humana. En este sentido,
el objetivo del presente trabajo es evaluar el riesgo genotoxicoldgico en poblaciones de
vicufias (Vicugna vicugna) expuestas a diferentes niveles de mineria aurifera.

Métodos
Toma y procesamiento de muestras

La toma de muestras de las vicufias se realiz6 en 13 comunidades del ANMIN
Apolobamba al mismo tiempo de su captura para la esquila y monitoreo de su salud. Se



realizd el analisis de micronucleos y anomalias nucleares en dos tipos de muestras
celulares:

- Muestras de mucosa bucal

Se tomaron muestras al menos de 10 individuos por comunidad manejadora de vicufia de
acuerdo a Holland et al. (2008), modificando el tipo de tincion: Para tomar las muestras
de mucosa bucal se rasp6 suavemente la mucosa del revestimiento interno de una o ambas
mejillas usando un hisopo. Estas muestras se conservaron en solucion salina (0,9%) hasta
su analisis en laboratorio. En laboratorio las muestras fueron centrifugadas a 3500 rpm
por siete minutos dos veces, desechando el sobrenadante y agregando solucion salina,
para separar las células de algunos residuos de alimento. A continuacion, las células
fueron transferidas a portaobjetos (25 x 75 mm), dos por individuo muestreado, mediante
goteo y posterior extendido, se dejaron secar a temperatura ambiente por 24 horas.
Posteriormente las placas fueron tefiidas utilizando el Kit de panoptico, dejandolas secar
a temperatura ambiente.

- Muestras de Sangre

Dada la dificultad que se tiene en la toma de muestras sanguineas, por la rapidez con la
que se realiza la esquila, y para evitar provocar mucho estrés en las vicufias, se planted
tomar muestras de 60 individuos en seis comunidades manejadoras de vicufia de distintos
niveles de mineria (20 por nivel) (Tabla 1), sin embargo, fue posible tomar muestras
sanguineas de casi todas las comunidades (Tabla 1). Se tomaron ~500 pl de sangre y estas
muestras fueron depositadas en tubos eppendorf con EDTA y conservadas en frio para su
traslado a laboratorio (Ferraro et al. 2004), posteriormente se siguié el método descrito
en Noriega et al. (2005), modificando el tipo de tincion: Se tomo una pequefia gota de
sangre total (2-3 mm), la cual se coloco en un portaobjetos limpio (25 x 75 mm) casi al
extremo, con la ayuda de otro portaobjetos, dejando que la gota se extienda por
capilaridad a lo ancho del portaobjeto deslizador, se realiz6 un frotis de la sangre.
Procurando que el extendido sea de tal grosor que las células sanguineas no se
sobrepongan ni que queden muy separados. Se prepararon dos placas por individuo
muestreado. Las placas se secaron a temperatura ambiente por un dia y posteriormente
fueron tefidas utilizando el Kit de tincién pandptico, dejandolas secar al aire a
temperatura ambiente.

Analisis de micronucleos y anomalias nucleares

Los portaobjetos preparados se observaron bajo el microscopio compuesto a un aumento
de 100 x. Se contabilizaron 1000 células bucales y células sanguineas respectivamente
por individuo (Zalacain et al. 2005, Torrez-Bugarin y Ramos-Ibarra 2013). La frecuencia
de micronucleos observada en ambos tipos celulares se calculo segun la siguiente formula
(Drumond et al. 2012):

Numero de células con MN

MN(%) = 500 x 100




El analisis de anomalias nucleares complementa al andlisis de micronucleos, por lo que
éstas fueron observadas a la par con los micronucleos. En células bucales se buscé la
presencia de nucleos lobulados, puentes, ndcleos alargados, ndcleos arrifionados,
muescas, constricciones, células binucleadas, en profase y en apoptosis (Torrez-Bugarin
y Ramos-Ibarra 2013). En células sanguineas se busco la presencia de ndcleos en forma
arrifionada, circular, de herradura, pesa, irregulares, con puentes, fusion, brotes, cola,
células binucleadas, en apoptosis y en necrosis (Takeichi et al. 2006, George et al. 2014,
Fenech et al. 2016, Tian et al. 2016, Kravtsov et al. 2017, Vidya et al. 2017, Nersesyan
et al. 2022). La frecuencia de Anormalidades Nucleares fue calculada con la siguiente
formula (Drumond et al. 2012):

Numero de celulas con AN
AN(%) = 1000 x 100

Resultados preliminares

Entre septiembre y noviembre del 2021 se realiz6 el muestreo en 13 de las 15
comunidades planteadas, no se pudo obtener muestras de Cotapampa ni de Medallani.
La cantidad de muestras por tipo celular esté en la tabla 1:

Tabla 1. Numero de muestras planteadas versus nimero de muestras obtenidas en cada

comunidad.
. ) Cantidades Muestras
Nivel de Comunidad .
actividad minera | manejadora de vicufia planteadas obtenidas
Sangre | Bucales | Sangre | Bucales
Amarka 10 10 10
Puyo Puyo* 10 10 25 22
Ulla Ulla 10 10 12
Muy alto Ucha Ucha 10 12 12
Hichocollo 10 20 20
Plan Aeropuerto 10 22 20
Nubepampa* 10 10 22 22
Huacochani 10 26 26
Chari* 10 10 10 10
Medio Cotapampa 0 0 0
Marka Cololo* 10 10 20 22
Hilo Hilo 10 10 15
Bajo Apacheta* 10 10 20 20
Cafuhuma* 10 10 31 31
Medallani 0 0 0

Se realizaron dos placas por individuo por cada tipo celular, sin embargo, en algunos de
los casos fue necesario realizar mas placas para completar al conteo de 1000 células por
individuo (tabla 2).



Debido a la posibilidad de necesitar datos para reportar resultados preliminares, se
fueron leyendo placas de 5 individuos por comunidad, se tienen hasta el momento datos
de células bucales de las 13 comunidades, aunque 4 de éstas necesitan que se completen
las 1000 células para algunos de los individuos, y datos de células sanguineas para 7
comunidades (Tabla 2, Anexo 1).

Tabla 2. Numero de placas leidas

: Placas leidas

g:omunldad_ ~ Individuos Con menos
manejadora de vicufia Bucales de 1000 cell Sangre
Amarka 5 9 4 5
Puyo Puyo 5 13 0 5
Ulla Ulla 5 6 0 5
Ucha Ucha 5 5 0 5
Hichocollo 5 5 0 5
Plan Aeropuerto 5 5 0
Nubepampa 5 5 0
Huacochani 5 7 1
Chari 7 11 2 5
Marka Cololo 5 5 0
Hilo Hilo 5 8 2 5
Apacheta 5 5 0
Cafiuhuma 5 5 0

Se realizé un analisis preliminar MANOVA seguido de un test T2 Hotelling, para
comparar la frecuencia de micronucleos y anomalias nucleares para ambos tipos
celulares entre los niveles de mineria, el sexo y la edad de las vicufias. Para las células
sanguineas, se pudo ver que existe diferencia significativa entre los niveles de mineria
(Lamba de Wilks = 0,607, gli= 4, gl.=56, P < 0,01) y entre el sexo (Lamba de Wilks =
0,698, gli= 2, glo= 27, P < 0,01) (Fig. 1), pero no entre las edades (Fig. 2). Ademas, la
diferencia entre los niveles alto y bajo es significativa (F = 10,346, gl1 = 2, gl =27, P =
0.014), pero no entre el nivel alto y medio ni entre el nivel medio y bajo (Fig. 1). En
cuanto a las anomalias nucleares, no se vieron diferencias significativas en ninguno de
los casos (Fig. 3y 4).
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Figura 1. Variacién de la frecuencia de micronucleos (MN) de células sanguineas entre
sexos Y tres niveles de mineria (NivMin).
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Figura 2. Variacion de la frecuencia de microndcleos de células sanguineas (MN) entre
las edades y tres niveles de mineria (NivMin).
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Figura 3. Variacion de la frecuencia de anomalias nucleares (AN) de células sanguineas
entre sexos y tres niveles de mineria (NivMin).
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Figura 4. Variacion de la frecuencia de anomalias nucleares (AN) de células sanguineas
entre las edades y tres niveles de mineria (NivMin).

Para las células bucales, se pudo ver que no existe diferencia significativa entre los niveles
de mineria, el sexo, ni las edades (Fig. 5y 6). En cuanto a las anomalias nucleares, no se
vieron diferencias significativas en ninguno de los casos (Fig. 7 y 8).
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Figura 5. Variacion de la frecuencia de micronucleos (MN) de células bucales entre sexos
y tres niveles de mineria (NivMin).
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Figura 6. Variacion de la frecuencia de microntcleos (MN) de células bucales entre las
edades y tres niveles de mineria (NivMin).
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Figura 7. Variacién de la frecuencia de anomalias nucleares (AN) de células bucales
entre sexos y tres niveles de mineria (NivMin).
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Figura 8. Variacion de la frecuencia de anomalias nucleares (AN) de celulas bucales
entre las edades y tres niveles de mineria (NivMin).

En cuanto a la comparacion entre las células, se realizo un analisis MANOVA preliminar
entre los individuos que tienen la frecuencia de microndcleos y anomalias nucleares de
ambos tipos celulares. Se observa que, tanto en microndcleos como en anomalias
nucleares existe diferencia significativa entre ambos tipos celulares (Lamba de Wilks =
0.203, gl1=2, gl2=59, P < 0,001). Siendo mayor la frecuencia de microntcleos en células
bucales (Fig. 9) y mayor la frecuencia de anomalias nucleares en células sanguineas (Fig.
10).
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Figura 9. Frecuencia de micronucleos entre tipos celulares: células bucales (Bucal) y
celulas sanguineas (Sangre).
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Figura 10. Frecuencia de micronucleos entre tipos celulares: células bucales (Bucal) y
celulas sanguineas (Sangre).

Discusion

Los microndcleos y las anormalidades nucleares son biomarcadores de genotoxicidad y

son manifestaciones de inestabilidad cromosémica como quiebres en el ADN reparados
erroneamente, carencia de telomeros o telémeros disfuncionales, errores en la separacion



de cromatidas hermanas entre otros, que frecuentemente terminan en cancer (Fenech et
al. 2010, Bonassi et al. 2011). Una alta frecuencia de microndcleos o anormalidades
nucleares esta relacionado con una sensibilidad mayor a mutagenos, y esta sensibilidad
se ha considerado como una medida directa de la susceptibilidad al cancer (Bonassi et al.
2011). Estos dafios en el ADN, pueden ser provocados por agentes exdgenos, ajenos a la
célula (Noriega et al. 2005, Holland et al. 2008, Cedano et al. 2012, Torrez-Bugarin et
al. 2018), como el mercurio de los desechos mineros. En este estudio los resultados, a
pesar de ser preliminares, muestran diferencias significativas en la frecuencia de
micronucleos entre los tres niveles de mineria, donde las vicuiias del nivel de mineria alto
tienen una frecuencia de micronucleos mayor, mostrando un claro efecto de ésta sobre la
estabilidad del ADN.

Los agentes genotoxicos afectan con mayor frecuencia las células que proliferan
rapidamente, como las células epiteliales y de la mucosa bucal, que son la primera barrera
con las que los genotdxicos tienen contacto, ademas son un blanco preferido para los
primeros eventos genotoxicos inducidos por agentes cancerigenos (Holland et al. 2008,
Cedano et al. 2012, Diaz et al. 2013). Por otro lado, los agentes genotdxicos pueden
ingresar al cuerpo por diferentes vias, principalmente por la respiracién, por ingesta y por
la piel (Fenech et al. 2016), a partir de ahi pueden transportarse al resto del cuerpo, y
pueden llegar a sitios de hematopoyesis, como la médula ésea, donde pueden causar dafio
del genoma en las células madre y células precursoras de las que se extraen los linfocitos
y se derivan los leucocitos (Odagiri et al. 1994). A medida que los genotoxicos recorren
el cuerpo, pueden activarse o desintoxicarse por diferentes 6rganos y esto puede influir
en el grado en que los linfocitos estan expuestos al riesgo del dafio del ADN inducido
guimicamente (Fenech et al. 2016).

En este estudio, los resultados preliminares muestran que existe diferencia significativa
en la frecuencia de micronucleos y anomalias nucleares, siendo mayor la frecuencia de
micronucleos en células bucales (Fig. 9) y mayor la frecuencia de anomalias nucleares en
células sanguineas (Fig. 10). Por lo explicado anteriormente, las células bucales son la
primera barrera frente a los agentes genotoxicos, por esta razon tiene sentido que éstas
presenten mayor frecuencia de micronudcleos, ademas, la alta frecuencia de anomalias
nucleares en células sanguineas muestra la respuesta del organismo frente a los agentes
genotoxicos, que podria desencadenar en enfermedades visibles como el cancer.

Para poder confirmar estos resultados, es importante concluir el proceso de lectura de
placas y realizar los analisis correspondientes, y asi dard indicios de la salud del
ecosistema y de posibles riesgos para la salud humana, para tomar las acciones
correspondientes previo a que el problema se haga visible.
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