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RESUMEN: 

La toxicidad y genotoxicidad del Metronidazol (MTZ) y Tiabendazol (TBZ) fueron 

estudiados en  raíces de Allium cepa. Ambos compuestos,  inhibieron el crecimiento 

de las raíces en el rango de concentraciones 10-500 µg/ml. La  exposición a 

250µg/ml MTZ,   indujo peroxidación lipídica y aumento significativo en los niveles 

de glutatión reducido en la zona de elongación. En la zona meristemática no se 

observó peroxidación lipídica y la respuesta antioxidante enzimática como 

actividad catalasa  y superóxido dismutasa y no enzimática como contenido de 

ascorbato y dehidroascorbato, se incrementaron significativamente.  Las células 

expuestas a 10-250 µg/ml de  MTZ no mostraron efectos genotóxicos sugiriendo 

que las defensas antioxidantes contrarrestaron los  radicales libres generados por 

exposición a MTZ.  El TBZ indujo efectos genotóxicos para rango de 

concentraciones 50-250 µg/ml como inhibición del índice mitótico, alteración de 

índices de fase e inducción de biomarcadores citogenéticos  de genotoxicidad. La  

inmunodetección de moléculas de tubulina , demostró el TBZ induce  daño en las 

estructuras microtubulares promoviendo anormalidades en la  segregación 

cromosómica  y en la citocinesis. Los resultados obtenidos indicaron que la acción 

del MTZ estaría vinculada con la generación de radicales libres, mientras que el  

TBZ  actuaría interfiriendo con la dinámica de formación de las estructuras 

microtubulares.  

 

 

Palabas clave: Allium cepa, Metronidazol, Tiabendazol, Daño oxidativo, 

Microtúbulos. 



 

"EVALUATION OF THE GENOTOXIC POTENTIAL OF CHEMICAL AGENT ON 
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ABSTRACT: 

The toxicity and genotoxicity of metronidazole (MTZ) and Thiabendazole (TBZ) 

were studied in of Allium cepa roots. Both compounds inhibited the growth of 

roots for the concentration range 10-5どど mg / µl. に5どμg/ml MTZ exposure, 
induced lipid peroxidation and significantly increased of reduced glutathione 

levels in the elongation zone. In the meristem zone was not observed lipid 

peroxidation and enzymatic antioxidant response as catalase and superoxide 

dismutase activity and not enzymatic response as content of ascorbate and 

dehydroascorbate, increased significantly. Cells exposed to 10-250 µg / ml of MTZ 

showed no genotoxic effects, suggesting that antioxidant defenses offset the free 

radicals generated by exposure to MTZ. The genotoxic effects induced TBZ 

concentration range 50-250 µg / ml and inhibition of mitotic index, phase index 

alteration and induction of cytogenetic biomarkers of genotoxicity. The 

Immunodetection of tubulin molecules, demonstrated the TBZ induces damage to 

the microtubule structures and promote abnormalities in chromosome segregation 

and cytokinesis. The results indicated that the action of MTZ would be linked to the 

generation of free radicals, while TBZ act by interfering with the dynamics of 

formation of microtubule structures. 

 

Keywords: Allium cepa, Metronidazole, Thiabendazole, Oxidative Damage, 

Microtubules. 
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1. )NTRODUCC)ÓN 

 

な.な. Toxicología  

 

1.1.1. Antecedentes históricos y Generalidades  

  Los efectos de la interaccio n de las sustancias quí micas con los organismos, es conocido mucho antes del desarrollo alcanzado por la ciencia actual.  (isto ricamente, los venenos han sido utilizados para distintos fines. Existen indicios que ilustrarí an que el hombre prehisto rico ya conocí a las propiedades to xicas de algunas plantas y las empleaba en la caza de animales impregnando las puntas sus flechas.  En el papiro de Ebers ゅEgipto, な5どど ACょ se hallaron las primeras recetas de venenos. Aristo teles ゅぬぱね-ぬににょ menciona el uso de venenos de serpientes y Estrabo n, el de peces ゅはぬ-にどょ  Se sabe que (ipo crates ゅねどど ACょ contaba con conocimientos de toxicologí a. Diosco rides ゅSiglo )ょ, cita el uso del tejo y el ele boro, con efectos tetanizantes e hipotensores, el u ltimo tambie n usado por los castellanos con el nombre de ╉yerba de las ballestas╊. Maimo nides ゅななぬ5-なにどねょ escribio  un tratado llamado ╉Los venenos y sus antí dotos╊.   
 Actualmente, los bosquimanos de A frica siguen utilizando para impregnar las puntas de flecha,  mezclas de Amaryllis distichia, varias especies de Euphorbium, y Aconcanthera y algunos pueblos utilizan veneno de serpiente o aran a. Otras tribus africanas  emplean desde hace tiempo semillas de Stophantus híspidus y 

Stophantus kombe. Paracelsus ゅなねひぬ-な5ねなょ aporto  las primeras bases cientí ficas de 
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la toxicologí a diferenciando entre propiedades terape uticas y to xicas.  A partir de esta distincio n, surge el concepto de ╉dosis╊ como factor determinante  para ejercer la accio n to xica ゅRepetto Jime nez, にどどひょ. 
 La toxicologí a estudia los efectos adversos de las sustancias quí micas sobre los organismos ゅEaton & Klaassen, にどどなょ. Una definicio n ma s amplia establece que es la ciencia que se dedica al estudio de la interaccio n entre agentes quí micos y sistemas biolo gicos, con el objetivo de determinar cuantitativamente, el potencial que tienen los agentes quí micos para producir dan os en organismos vivos  ゅBallantyne, なひひひょ. Esta disciplina se ha desarrollado exponencialmente durante los  siglos X)X  y XX acompan ando el incremento de la produccio n de drogas de uso terape utico, cosme tico, y alimentario, así  como pesticidas y agentes quí micos industriales. Dicho desarrollo determino  la inclusio n de otras disciplinas que realizaron sus aportes en materia de informacio n, disen os de investigacio n y me todos, como la biologí a, medicina, epidemiologí a, quí mica, fí sica y matema tica.   Actualmente, el campo de intere s de los toxico logos  incluye a reas como la salud pu blica y ocupacional, la aplicacio n en clí nica humana y veterinaria, así  como  en agricultura e industria. La toxicologí a moderna busca establecer el riesgo de la exposicio n de los individuos, su relacio n con distintos agentes posibles como ser los agentes quí micos y definir lí mites de tolerancia. Para esto es necesario conocer la naturaleza de la exposicio n quí mica y su efecto biolo gico. El desarrollo de la toxicologí a molecular contribuyo  significativamente con la comprensio n de los mecanismos involucrados en los efectos adversos de los sistemas biolo gicos  ゅGallo, にどどなょ.   
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             Para unificar criterios de interpretacio n, el vocabulario en uso es fundamental y por esta razo n se detallan ciertos conceptos y expresiones. Se toma como una exposicio n, la situacio n en la cual  un  agente puede incidir sobre una poblacio n, organismo, o rgano, tejido o ce lula en determinadas concentraciones o dosis, durante un determinado tiempo. La dosis se define como la cantidad de xenobio tico que ingresa al organismo expresada en unidad del xenobio tico /peso corporal. La concentracio n del xenobio tico es la cantidad de sustancia aplicada en el medio, expresada como unidad de peso o volumen / volumen del medio, la que se conoce tambie n como dosis de exposicio n. La dosis absorbida es la cantidad presente en el cuerpo en un determinado momento mientras que  la dosis tisular es la dosis en un tejido determinado. El concepto de dosis suele incorporar el elemento temporal que cobra importancia para comprender los efectos de las exposiciones cro nicas ya sean reiteradas o continuas y las agudas que se producen una u nica vez. Ambas esta n asociadas a  efectos cro nicos y agudos respectivamente.  Cuando un organismo se expone a dos o ma s  agentes to xicos  pueden producirse efectos variados, un efecto aditivo tiene lugar cuando el efecto total de la combinacio n de los agentes es igual a la suma de los efectos individuales, en cambio cuando resulta ma s to xico es un efecto sine rgico. Por el contrario, cuando la toxicidad es menor el efecto es antago nico. La potenciacio n ocurre cuando una sustancia no to xica aumenta la toxicidad de otro quí mico  cuando se administran  simulta neamente ゅEaton & Kleaasen, にどどなょ.  
              El efecto de la exposicio n a un agente to xico es observable a nivel de individuo y es referido como relacio n dosis efecto o concentracio n efecto. La 
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respuesta esta  referida al porcentaje de la poblacio n en la que se observa un mismo efecto.  
La eliminacio n de una sustancia ocurre ya sea por excrecio n o transformacio n y así   e sta deja de estar presente en el organismo. Cada sustancia presenta un valor de vida media en cada tipo de organismo, que se caracteriza por una curva concentracio n-tiempo dentro de dicho organismo. La vida media biolo gica ゅo vida mediaょ de una sisttancia dada es el tiempo que se necesita, a partir del momento en que cesa la exposicio n, para reducir a la mitad la cantidad de dicha sustancia presente en el organismo. La biodisponibilidad es la fraccio n de una dosis administrada que entra en la circulacio n siste mica y depende de la velocidad de eliminacio n. La eliminacio n se puede dar antes de ingresar al sistema por transformacio n previa. Una vez que ingresa al organismo,  la eliminacio n dependera  de la biotransformacio n de Fase な ゅ(olmberg et al., にどどなょ.  Cuando un xenobio tico ingresa a un sistema biolo gico puede seguir varios caminos. Uno es el que se elimine sin sufrir transformacio n, otro es que se lleve a cabo un proceso de biotransformacio n.  En este caso las  transformaciones facilitan su eliminacio n o llevan a modificaciones estructurales que aumentan, disminuyen o cambian su actividad toxica lo que determina que exista una relacio n compleja entre biotransformacio n y toxicidad, La biotransformacio n de xenobio ticos impide que e ste se acumule en el organismo, sin embargo se puede producir  bioactivacio n o activacio n metabo lica, es decir formacio n de productos intermedios ma s to xicos que la sustancia de origen. Contrariamente, se puede producir la desactivacio n metabo lica cuando el metabolito es menos reactivo que el xenobio tico de origen ゅ(olmberg et al., にどどなょ. 
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En la biotransformacio n, dependiendo de las caracterí sticas estructurales de la sustancia se pueden considerar distintas fases que segu n Williams ゅなひはひょ constituyen dos grupos:  
Fase な o de primer paso: son biotransformaciones que aumentan la solubilidad del to xico mediante la introduccio n de grupos polares como O(-, N(に , COO( o S(, que adema s de ser ma s reactivos, facilitan el paso a la Fase に. En general consisten en reacciones de hidro lisis, oxidacio n y reduccio n, catalizadas por enzimas.  
 

Fase に o segundo paso: La  biotransformacio n de xenobio ticos puede estar precedida o no por la biotrasnformacio n en la Fase な. Las reacciones involucradas incluyen, conjugacio n;  en las que grupos reactivos ゅoxidrilos, amino, carboxilo, epo xidos, halogenuro, por citar algunosょ del xenobio tico se unen a sustancias endo genas para originar compuestos ma s fa cilmente eliminables. Los compuestos endo genos son iones a cidos como el glucuronato, sulfato, acetato, y diversos tipos de aminoa cidos, adema s del glutatio n, tambie n se producen reacciones de alquilacio n, preferentemente metilacio n en a tomos de oxí geno, nitro geno y azufre presentes en el xenobio tico. Las conjugaciones son reacciones que consumen energí a, lo que exige que uno de sus reactivos sea activado con el consumo de ATP, requiriendo la accio n de enzimas transferasas.          (emos visto entonces que la toxicologí a analiza los mecanismos de accio n de todos los agentes, en particular en lo que a  agentes quí micos se refiera, tanto de los   naturales como  de  los manufacturados por el hombre, considerando los rangos de exposicio n cuando se encuentra como componente ambiental o por exposicio n durante las actividades de sí ntesis, produccio n industrial, transporte, 
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uso  y disposicio n.  
 

な.な.に. Toxicología ambiental  

 La perturbacio n ambiental producida por el desarrollo humano comenzo  a tener relevancia en el momento en que la magnitud de la misma supero  la capacidad de los procesos naturales para asimilarla. El crecimiento poblacional de la segunda mitad del siglo XX se caracterizo  por la tendencia hacia el gigantismo urbano. Se estima que en el perí odo de なひ5ど a なひば5 las poblaciones con ma s de 5 millones de habitantes duplicaron su participacio n en la poblacio n urbana total ゅBramwel, なひばばょ. Si consideramos que la densidad poblacional mundial es de にど habitantes por kmに y que la densidad urbana presenta ma s de に o rdenes de magnitud, es comprensible que los problemas ambientales este n asociados al suministro de agua y alimentos, la generacio n de desperdicios y la necesidad de viviendas y transporte.  
 Los impactos ambientales causados por la urbanizacio n, se reducen a la magnitud y concentracio n del uso de recursos y la de los  desechos generados.  El  comienzo de la industrializacio n en el siglo X)X,  trajo aparejado una bu squeda de mejores condiciones de vida que de la mano con los avances cientí ficos y  tecnolo gicos,  incremento  y complejizo  el impacto ambiental como consecuencia de los cambios en la dina mica natural de la materia en los ciclos biogeoquí micos y el contacto de los organismos con nuevas sustancias quí micas.   El objetivo principal de la toxicologí a ambiental es evaluar los impactos que produce  la exposicio n de la poblacio n a los to xicos ambientales presentes en un 



8 
 

sitio, transporte, destino y procesos de transformacio n en el medio abio tico ゅBordeau et al., なひぱひょ. La toxicologí a ambiental abarca tanto el estudio de los efectos to xicos de los xenobio ticos sobre los ecosistemas como la presencia en el ambiente humano y el origen ambiental de las enfermedades, es decir que considera tanto las poblaciones humanas como la biota ゅPen a et al., にどどなょ y se propone producir conocimientos que permitan predecir los riesgos de las poblaciones humanas ante la exposicio n a condiciones de vida dadas por el ambiente que a su vez es consecuencia del tria ngulo naturaleza-cultura-polí tica. El conocimiento y caracterizacio n de enfermedades humanas y la relacio n con la exposicio n a  nuevas sustancias que se incorporan a la vida diaria y las mezclas complejas mencionadas, han dado lugar a la necesidad de establecer los niveles de riesgo a estas exposiciones.  Los medicamentos, los residuos de biocidas utilizados en la produccio n agrí cola y los aditivos alimentarios, son fuentes de exposicio n directa en las personas, mientras que las mezclas ambientales complejas presentan un cara cter de exposicio n indirecta y accidental.  En este contexto, la toxicologí a ambiental adquiere relevancia, debido fundamentalmente a ぬ causas:  
 La considerable expansio n industrial y los residuos generados por los procesos. 
 El  desarrollo de las ramas de la quí mica industrial, del pla stico, de las resinas, alimentaria, farmace utica, agrí cola y nuclear responsables de la presencia en el medio de nuevas sustancias.   
 El reconocimiento de los riesgos de la exposicio n de las personas, por exposicio n laboral y ambiental, a los to xicos industriales. 
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        La contaminacio n ambiental es considerada como la presencia o introduccio n de sustancias, organismos o formas de energí a en ambientes o sustratos a los que no pertenecen o en cantidades superiores a las propias de dicho sustratos, por un tiempo suficiente, y bajo condiciones tales, que esas sustancias interfieren  con la salud y el confort de las personas, dan ando los recursos naturales o alterando el equilibrio ecolo gico de la zona ゅAlbert, なひひばょ.  
 Los contaminantes ambientales se presentan en los ecosistemas como mezclas complejas, de difí cil caracterizacio n, tratamiento y disposicio n final. El ana lisis de estas mezclas incluye te cnicas cuali-cuantitativas para conocer su composicio n, así  como estudios en organismos modelo para establecer la toxicidad.  Sin embargo, los datos de las sustancias  individuales no son suficientes para conocer el efecto de la mezcla sobre los seres vivos y los ecosistemas.  Así  surge la necesidad de estudiar el efecto to xico de las mezclas sobre organismos modelo y la dina mica de los contaminantes en los sistemas biolo gicos. 
 

な.な.ぬ. Ensayos biológicos 

 Los ensayos biolo gicos conocidos como bioensayos se basan en metodologí as para determinar el efecto de agentes fí sicos, quí micos u otros sobre organismos de prueba bajo condiciones experimentales controladas. Los bioensayos fueron desarrollados con la aplicacio n de diferentes pruebas en el campo de la toxicologí a acua tica y terrestre ゅ(offman et al., なひひ5ょ Estas pruebas consideran diferentes tiempos de exposicio n y diferentes especies y estadí os del ciclo de vida. La medida de la toxicidad se establece a partir de efectos  
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observables, denominados puntos finales ゅdel ingle s ╉end points╊ょ. Estos efectos se pueden establecer en diferentes niveles de organizacio n biolo gica, desde el subcelular o molecular, hasta el de organismos completos, poblaciones o comunidades. Es así  que se incluye el estudio de procesos como muerte, crecimiento, comportamiento, proliferacio n, multiplicacio n, cambios morfolo gicos, gene ticos, cromoso micos, fisiolo gicos o histolo gicos. Los bioensayos se realizan sobre diferentes matrices como agua, suelo, sedimentos, elutriados, o sustancias con diferente grado de solubilidad en agua.  A partir de la cuantificacio n de los efectos se obtienen los para metros que permiten por medio de pruebas estadí sticas establecer la toxicidad de la muestra evaluada. Por lo tanto, la toxicidad sera  la capacidad de una sustancia para ejercer un efecto adverso  sobre un sistema biolo gico y dependera  tanto de las propiedades quí micas del compuesto como de su concentracio n, segu n sea la duracio n y frecuencia de la exposicio n al to xico, y su relacio n con el ciclo de vida del organismo ゅRonco et al, にどどねょ. La toxicidad tambie n es el resultado de la interaccio n entre la sustancia y el sistema biolo gico y los resultados de los bioensayos se vinculan a los organismos utilizados como modelo de prueba. Cabe considerar en este contexto que los ensayos biolo gicos no reproducen la realidad  de una exposicio n en condiciones naturales.   
 Los test de toxicidad que se basan en bioensayos son experimentos que permiten estimar la naturaleza, constitucio n o potencia de un material mediante la reaccio n de la materia viva. Los bioensayos son u tiles para detectar efectos potencialmente to xicos en organismos e identificar los agentes que causan el efecto adverso. Estos experimentos presentan requerimientos de validacio n: deben estar aceptados por la comunidad cientí fica, presentar sustento estadí stico, ser 
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cuantificables, predictivos, reproducibles, robustos, realizables, econo micos sensibles y u tiles para las evaluaciones de riesgo.   
 Segu n el tiempo de exposicio n los bioensayos se clasifican en:  Agudos: el tiempo de exposicio n es corto en relacio n con el ciclo biolo gico evaluado. Cro nicos: el tiempo de exposicio n es prolongado y abarca un ciclo de vida completo o una etapa de desarrollo completa.  Subcro nico: se focaliza en etapas ma s sensibles del ciclo de vida del organismo expuesto y en evaluacio n. 
 Los efectos pueden ser letales o subletales. En el primer caso se aplican pruebas de supervivencia. En las pruebas aplicadas para analizar efectos subletales se utilizan niveles de distinta complejidad, desde tejidos hasta ecosistemas. El tiempo de exposicio n es variable y los ╉end points╊ esta n constituidos por para metros bioquí micos, gene ticos, morfolo gicos o comportamentales.  
 En el marco de la evaluacio n de contaminacio n ambiental, la realizacio n de un bioensayo presenta al menos ぬ abordajes ba sicos: en condiciones controladas en el laboratorio; sobre ecosistemas experimentales y sobre ecosistemas naturales. En cuanto a las especies utilizadas, los bioensayos pueden ser ╉uniespecí ficos╊ en los que se obtiene informacio n sobre el efecto dosis/ concentracio n y respuesta, se realizan en laboratorio y los resultados no son extrapolables a otras especies. Multiespecí ficos cuando evalu an los cambios estructurales y funcionales de un meso o microcosmos. Los ensayos uniespecí ficos presentan metodologí as ma s sencillas, sin conocimientos de taxonomí a y son ma s estandarizables. Como 
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contrapartida, no reflejan el efecto a nivel ecosistema y no son extrapolables a otras especies ya que las sensibilidades son diferentes para los distintos taxa. Los multiespecí ficos reproducen el efecto sobre la comunidad y presentan mayor aplicacio n ecolo gica y aunque no se debe extrapolar sin restricciones, si bien presentan una evaluacio n acotada, e sta es ma s realista. Las metodologí as de evaluacio n son ma s complejas que las utilizadas en los bioensayos uniespecí ficos y requieren conocimiento taxono mico, son difí ciles de reproducir y la evaluacio n requiere procedimientos de estadí stica multivariada.  
 El disen o de un bioensayo debe contemplar  aspectos tales como:  Controles adecuados. El control negativo es imprescindible y en el caso de bioensayos de laboratorio debe ser un medio de exposicio n libre del xenobio tico analizado y de otros que interfieran en la comparacio n de los efectos causados por e ste. En general se utiliza agua con elementos ba sicos que permitan el crecimiento adecuado de los organismos expuestos. En el caso de un monitoreo de sitios potencialmente contaminados un blanco puede ser un sitio de muestreo que fehacientemente se sabe que no presenta contaminacio n.  
 Otro tipo de controles son el control positivo, en el que se utiliza un agente de accio n conocida que permita verificar la respuesta del organismo de prueba. Este control no es imprescindible en todos los casos. Se utiliza  en el proceso de validacio n de un bioensayo para analizar la sensibilidad de un organismo de prueba. Otros casos en los que el control positivo es necesario, es cuando se utilizan  metodologí as que pueden mostrar datos falsos negativos por cuestiones te cnicas. Algunos controles positivos utilizados en toxicologí a son: Dodecil Sulfato 
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de Sodio; clorofenol; Fenol, Cloruro de Cadmio; Dicromato de postasio; Cloruro de potasio, Cloruro de sodio; Nitrato de plata; Cloruro de Zinc; Sulfato de Zinc, Para evaluacio n de efectos genoto xicos pueden incluirse Beomicina; Ciclofosfamida, Metilmetanosulfonato y Griseofulvina El control solvente se utiliza cuando es necesario utilizar un vehiculizante en el caso  que la sustancia a evaluar sea poco soluble o insoluble en agua. Para seleccionar la concentracio n del solvente utilizada como control positivo se aplica la concentracio n  ma s alta utilizada en la dilucio n de la sustancia a evaluar. Los solventes ma s utilizados son: Formamida; Acetona; Dimetil sulfo xido; Trietilen glicol. 
 La eleccio n de organismos de prueba para las aplicaciones de los bioensayos siguen  los siguientes criterios:  
-Amplio rango de sensibilidad  
-Disponibilidad o amplio rango de distribucio n y Abundancia. 
-Factibilidad de mantenimiento en el laboratorio 

-Factibilidad de uso 

-Conocimiento de la biologí a del organismo  -Todos los organismos de prueba deben provenir de la misma fuente ya sea de origen comercial o de sitios no contaminados. 
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1.2. Genética toxicológica 

 

La genética toxicológica  es la rama de la toxicologí a que analiza los efectos de los agentes quí micos y fí sicos sobre el material hereditario y sobre los procesos de la gene tica de las ce lulas ゅPreston & (offman, にどどなょ. Es un a rea de conocimiento que se ocupa del estudio del  efecto mutage nico que pueden producir los agentes quí micos, fí sicos, biolo gicos u otros sobre los organismos en general ゅCarballo, にどどはょ. Se denominan agentes mutage nicos a aquellos capaces de interactuar con la cadena de ADN y producir cambios en su secuencia de bases. Los agentes llamados genoto xicos incluyen a los antes mencionados y tambie n a aquellos que inducen cambios en cualquier proceso relacionado con la transmisio n de la informacio n gene tica.  
 

な.に.な Antecedentes y generalidades 

 Los primeros estudios realizados sobre mutage nesis inducida datan del an o なひにば con los trabajos de Mu ller sobre las mutaciones causadas por rayos X en 
Drosophila capaces de producir rearreglos lineales en el orden de los genes.  Estos experimentos llevaron a una ra pida proliferacio n en estudios sobre el conocimiento de la accio n de los agentes mutage nicos y nuevas teorí as, me todos y postulados que dieron origen a la gene tica toxicolo gica. Stadler ゅなひにぱょ demostro  que las mutaciones podí an ser inducidas en cebada usando rayos X y radio, en なひぬぱ Sax, publico  los efectos de los rayos X sobre los cromosomas de Drosophila y 



15 
 

Tradescantia y en なひねど, sugirio  que la rotura cromoso mica da origen a la formacio n de las aberraciones cromoso micas sin tener conocimiento alguno sobre la arquitectura molecular del cromosoma eucario tico.  Sax tambie n demostro  el incremento lineal de aberraciones con respecto a la dosis del agente aplicado. Posteriormente Lea y Catcheside en なひね5 y なひねは, mostraron que la energí a de la radiacio n determina  la  frecuencia de aberraciones cromoso micas, al observar que la radiacio n de baja energí a presentaba un efecto de bil sobre los cromosomas de 
Tradescantia. En なひねな,  Auerbach y  Robson estudiaron el efecto del gas mostaza  utilizado durante la に° Guerra mundial en Reino Unido y observaron que los dan os dermatolo gicos eran iguales  a los producidos por las radiaciones. Estos estudios, encontraron que este compuesto tení a efectos  delete reos en Drosophila.  En la de cada del ねど´ la mutage nesis quí mica era un tema de intere s y desarrollo en el a rea de la gene tica, debido a la demostracio n del efecto mutage nico de compuestos como el uretano, o xido de etileno, dietil sulfato, entre otros ゅAllen et al, なひぱはょ. En la de cada del はど´ Cattanach y Russell,  demostraron en mamí feros cambios gene ticos por efecto de la  radiacio n y agentes quí micos. Estos trabajos promovieron la idea de que algunas enfermedades hereditarias podrí an ser inducidas por el ambiente.  
 La  citogene tica humana  nace con el hallazgo del nu mero cromoso mico en las ce lulas humanas, por  Tjio y  Levan in なひ5は  y la confirmacio n de la presencia de にぬ cromosomas bivalentes en meiosis por Ford y (amerton en el mismo an o.  El desarrollo de te cnicas de extendidos  cromoso micos descripta por (su  en なひ5に hizo posible la observacio n de cromosomas humanos y al estudio de ciertos 
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sí ndromes de origen gene tico  con compromiso cromoso mico.   
 En la de cada de なひはど el desarrollo de la citogene tica humana dio cuenta de  la existencia de deso rdenes cromoso micos responsables de patologí as tales como anomalí as conge nitas, retardo mental, abortos esponta neos y neoplasias. Concomitantemente, surgio  la preocupacio n desde la toxicologí a por los efectos de la exposicio n humana a nuevos agentes quí micos que se originaban como consecuencia del desarrollo industrial, innovacio n en la sí ntesis y aplicacio n de nuevos compuestos en los quehaceres de la vida diaria.  
 En なひ5ひ, se describieron las anormalidades citogene ticas para caracterizar y diagnosticar el syndrome de Down ゅLejeune et al., なひ5ひょ, Klinefelter ゅJacob et al, なひ5ひょ  y Turner ゅFord et al., なひ5ひょ.  Un an o ma s tarde se describio  un cromosoma de taman o pequen o, al que llamaron ╉Filadelfia╊ atribuye ndole a la leucemia mieloide cro nica este cromosoma marcador y por ello de valor diagno stico en la patologí a hematolo gica, hecho que dio origen a la citogene tica  del ca ncer ゅNowell y (ungerford, なひはどょ. 

  En el an o なひはど aparece la primera publicacio n sobre aberraciones cromoso micas caracterizadas en el hombre y atribuidas a la radiacio n ゅTough et al., なひはどょ. En ella se  describen aberraciones cromoso micas ゅACょ en sangre de individuos que habí an recibido radioterapia para el tratamiento de espondilitis anquilosante. Ma s tarde otros autores describieron efectos similares en cromosomas humanos inducidos por radiacio n ionizante ゅStewart et al., なひはど; Bender y Gooch, なひはに;  Conen et al., なひはぬ;  Bender y Gooch., なひはぬ;  Bloom y Tjio, 
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なひはね;  Court-Brown et al., なひは5; Boyd et al., なひははょ y se realizaron numerosos estudios sobre personas que estuvieron expuestas a radiacio n masiva como el caso de los sobrevivientes de (iroshima y Nagasaki. ゅAwa et al., なひはぱ; Sofuni et al., なひばぱょ.  
 (amper y Ellison  en なひはな, descubrieron las AC inducidas por virus y Conen and Lansky describieron AC en linfocitos de individuos tratados con nitro geno mostaza. Un an o ma s tarde se describio  la presencia de AC en pacientes que recibí an tratamiento con citosta ticos. ゅArrighi et al., なひはにょ.  Siguiendo esa lí nea de trabajo otros citosta ticos y drogas antineopla sicas fueron evaluadas en cuanto a caracterizar su potencial muta genico con resultados positivos para  arabidosina, azatioprina, metotrexato, y は- mercaptopurina. ゅBischoff y (oltzer, なひは5; Jensen なひはばょ. Otros trabajos reportan genotoxicidad de amsacrina y carboplatino ゅLarripa et al., なひぱね; Gonza lez Cid et al., なひひ5ょ. Tambie n se estudiaron antibio ticos que actu an sobre la replicacio n de DNA como el streptonigrina o daunomicina ゅCohen et al, なひはぬ; Vig et al., なひはぱょ. La gene tica toxicolo gica se expandio  y se comenzo  con estudios de grupos de trabajadores de la industria quí mica. Los primeros trabajos fueron  publicados sobre el estudio de los efectos mutage nicos del benceno ゅPollini y Colombi, なひはね; Vigliani  y Saita なひはねょ. Los ana lisis en trabajadores de la industria pla stica tuvieron relevancia ya que se demostro  que el cloruro de vinilo es un potente agente mutage nico y carcinoge nico ゅDucatman et al., なひば5; Funes-Cravioto et al., なひば5ょ.   
 Al final de la de cada del はど el listado de agentes quí micos mutage nicos incluí a ma s de にどど sustancias capaces de inducir AC en humanos ゅAuerbach なひはば; 
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Evans, なひばど, Shaw, なひばどょ. En ese momento se propuso el te rmino clastoge nico en referencia  los agentes capaces de causar AC.  Otro hallazgo importante en la historia de la mutage nesis inducida fue comprobar que algunos agentes son capaces de alterar el proceso de segregacio n con el subsecuente desbalance cromoso mico en la progenie de los sujetos expuestos a dichos muta genos. En なひぬに, Patterson fue el primero en relacionar la segregacio n cromoso mica anormal con la exposicio n a rayos X en hembras de Drosophila. 
  En la de cada de los はどs se establecio  la relacio n entre agentes mutage nicos, en particular radiacio n ionizante, con anormalidades cromoso micas causadas por no disyuncio n en nin os recie n nacidos dando lugar a la primera publicacio n sobre un estudio epidemiolo gico prospectivo y retrospectivo realizado por Uchida y Curtis in なひはな, revisado en なひばひ. Experimentalmente este proceso fue demostrado 

in vitro analizando mitosis en humanos ゅUchida et al., なひば5ょ e in vivo, en mitosis de rato n ゅUchida y Lee, なひばねょ.  Dada la importancia del tratamiento de la genotoxicologí a y la citogene tica asociadas en te rmino de grupos de trabajo y publicaciones, es que  en なひはね, nace la revista  Journal Mutation Research .  en なひはひ se crea la  Environmental Mutagen Society en EEUU y en なひばど la  European Environmental Mutagen Society ゅEEMSょ .  
 Las investigaciones desarrolladas entre los an os なひ5ぬ y なひはぱ, sobre los mecanismos de replicacio n del ADN, su estructura, el co digo gene tico, la sí ntesis proteica y los mecanismos de reparacio n aportaron una importante base conceptual que sentaron los pilares teo ricos  y alcances de  la  gene tica toxicolo gica ゅBrusik, なひぱどょ. En なひはに Joshua Lederberg propuso la realizacio n de ensayos de 
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mutage nesis que permitieran detectar el potencial mutage nico de las sustancias quí micas. Estas pruebas se deberí an sumar a  las pruebas toxicolo gicas previas a la comercializacio n masiva de toda sustancia quí mica que saliera al mercado del consumo, como medida protectora. Esta medida fue adoptada por muchos paí ses desarrollados y dio lugar  a la necesidad de estandarizar los me todos de ensayo e investigar nuevos modelos de prueba.  
 La genética toxicológica es reconocida como disciplina en el an o なひはひ. La Sociedad de Mutage nesis Ambiental ゅdel ingle s ╉Environmental Mutagen Society╊ ╉EMS╊ょ fue fundada por Alexander (ollaender y otros genetistas que decidieron dedicarse al estudio de los efectos mutage nicos  relacionados con agentes fí sicos, quí micos y biolo gicos y las consecuencias sobre los seres vivos expuestos a los mismos. Los avances en gene tica molecular, tanto desde el punto de vista conceptual como metodolo gico, permitieron comprender los mecanismos que  establecieran una correlacio n entre mutage nesis y carcinoge nesis. Si bien tal relacio n fue difí cil de demostrar al comienzo de su surgimiento, la identificacio n de oncogenes en el genoma de mamí feros y la presencia de mutaciones en formas activadas confirmaron esa relacio n.  
 La genética toxicológica se ha constituido en una disciplina, que busca implementar y regular pruebas de evaluacio n de riesgo  e  indagar acerca de los mecanismos  involucrados en la carcinogenicidad asociada a ciertas sustancias quí micas, permitiendo establecer un riesgo potencial a trave s de ensayos de genotoxicidad. En conclusio n, la gene tica toxicolo gica surge de la mano del avance de los conocimientos en gene tica y del intere s por caracterizar el impacto 
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ambiental antropoge nico. La gene tica toxicolo gica emplea un vocabulario que si bien toma conceptos de la gene tica y de la toxicologí a, en sus aplicaciones posee una interpretacio n propia, es decir, que esta disciplina tiene cara cter transdisciplinario. Los alcances son ma s amplios que  las dos disciplinas aisladas y las metodologí as y protocolos de ana lisis que se emplean son propios, al igual que el marco teo rico y las conclusiones que elabora en base a sus hallazgos y ana lisis posteriores. 
 

1.2.2. Mutagenicidad  

 

  Las bases biolo gicas de la herencia se basan en la distribucio n del material gene tico, de manera que las ce lulas hijas portan la misma informacio n que las ce lulas progenitoras. Cuando la fidelidad de la informacio n se ve afectada, es entonces cuando se producen  las  mutaciones. Cuando las ce lulas portadoras de la mutacio n proliferan por mitosis, dan lugar a un clon de ce lulas mutantes. Si estos cambios son perjudiciales para la ce lula, es posible que den origen a un fenotipo disfuncional.  Se entiende por mutacio n todo cambio heredable en el ADN no generado por recombinacio n gene tica. Las mutaciones son la materia prima de la evolucio n y el origen de las formas ale licas de los genes. El te rmino abarca los cambios a nivel de los genes o mutaciones ge nicas y modificaciones a nivel de los cromosomas llamadas aberraciones cromoso micas o mutaciones cromoso micas. Mutaciones que involucran conjuntos ゅdel ingle s ╉set╊ょ completos de cromosomas se denominan mutaciones geno micas. Las mutaciones esponta neas se originan por cambios que se producen en la mole cula de ADN como consecuencia de alteraciones en la replicacio n celualr. En la induccio n de este tipo de mutaciones 
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juega un rol preponderante la tautomerí a de las bases nitrogenadas que, al modificar de manera esponta nea su estructura quí mica, pueden originar uniones ilegí timas G-T o A-C produciendo transiciones o transversiones en el ADN. Se entiende por transiciones la sustitucio n de una purina por otra purina o de una pirimidina por otra en la mole cula de ADN. En las transversiones, en cambio, se sustituyen purinas por pirimidinas o viceversa. Durante la duplicacio n del ADN pueden surgir feno menos conformacionales ゅen ingle s ╉looping out╊ょ que inducen errores en la lectura de la hebra de ADN patro n provocando inserciones o deleciones de bases nitrogenadas. Este tipo de modificaciones puede tener efectos dra sticos a nivel gene tico ya que se modifica el marco de lectura de la informacio n determinando una incorrecta insercio n de aminoa cidos a nivel traduccional e incluso la temprana interrupcio n de la cadena polipeptí dica por la lectura de un triplete de terminacio n anormal. 
  Las mutaciones esponta neas pueden tambie n resultar de procesos de desaminacio n o depurinacio n en el ADN que cambian el patro n de apareamiento de bases, en el primer caso o que favorecen la incorporacio n de bases incorrectas, en el segundo. 
  Los agentes inductores de mutaciones se pueden globalmente dividir en: aょ ana logos de bases nitrogenadas; bょ agentes modificadores de bases nitrogenadas; cょ agentes alquilantes; dょ agentes intercalantes; eょ radiaciones y partí culas  ionizantes ゅalfa, beta, gamma, neutronesょ; fょ radiaciones no ionizantes ゅUVょ; gょ agentes quí micos ゅcon diferente mecanismo de accio n que a-d y; hょ agentes biolo gicos ゅprocariontes, eucariontes unicelulares o multicelulares para sitosょ; iょ otros agentes ゅvirus, transposonesょ. Los ana logos de base ゅ5- bromo-uracilo; に-aminopurinaょ inducen mutaciones debido a que presentan cambios tautome ricos 
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con una mayor frecuencia que las bases nitrogenadas normales. Los agentes modificadores ゅa cido nitroso, hidroxilaminaょ cambian la estructura quí mica de las bases nitrogenadas mediante procesos de desaminacio n, hidroxilacio n, entre otros. Los agentes alquilantes introducen grupos metilo o etilo en las bases del ADN. El efecto mutage nico de los agentes modificadores y alquilantes se produce como consecuencia del cambio del patro n de apareamiento de bases. Los agentes intercalantes son mole culas planas que se introducen entre los pares de bases distorsionando la copia complementaria de bases durante la replicacio n generando inserciones y deleciones de bases. Las radiaciones ionizantes inducen diferentes tipos de alteraciones en el ADN que incluyen: rupturas de cadena simple y doble, dan o de bases y puentes ADN-proteí na. La radiacio n ultravioleta origina dí meros de pirimidina y は-ね fotoproductos intra e intercatenarios. Finalmente, los agentes biolo gicos y otros  tales como virus y transposones, producen en general cambios macromoleculares e implican la insercio n o reubicacio n de segmentos considerables de ADN en el material hereditario.  
 

  Ya sean de tipo esponta neo o inducido, los cambios en las bases nitrogenadas pueden producir los siguientes tipos de mutaciones: aょ sin sentido, generando codones de terminacio n ゅUAA, UAG o UGAょ; bょ con sentido, donde se sustituye un aminoa cido por otro diferente; cょ neutrales, en las cuales se sustituye un aminoa cido por otro similar; dょ silenciosas, donde no existe cambio de aminoa cido por originarse un codo n sino nimo; y eょ ╉readthrough╊ en las cuales se produce el cambio de un triplete de terminacio n por otro con sentido ゅen este caso se originan cadenas polipeptí dicas de mayor longitud que lo normalょ. 
 



23 
 

   Es interesante destacar que existen mutaciones supresoras que compensan el efecto delete reo de mutaciones inducidas previamente. Se conocen tres tipos de mutaciones supresoras: aょ intracodo n: la にª mutacio n ocurre en el mismo codo n que la mutacio n original; bょ intrage nica: la mutacio n supresora se localiza en otro triplete codificante del mismo gen; y cょ interge nica: la にª mutacio n surge en un gen de ARNt que permite la lectura del codo n mutado ゅhabitualmente un codo n de terminacio nょ. Las mutaciones dina micas son las responsables de un conjunto de alteraciones  que en el ser humano, se caracterizan por amplificacio n anormal de trinucle o tidos ゅCAG, CGG, GCC, CTG o GAA, de acuerdo a la enfermedadょ. A partir de un estado inicial de portador con amplificacio n moderada de los trinucleo tidos se alcanza una expansio n anormal de los mismos en las generaciones siguientes que da origen a enfermedades. Existen mutaciones que por sus caracterí sticas se pueden denominar soma ticas ゅno se transmiten a las descendenciaょ o game ticas ゅse transmiten a la progenieょ y  de tipo autoso mico dominante o recesivo o ligado al cromosoma X, morfolo gicas, nutricionales, condicionales ゅpor ejemplo sensibles a la temperaturaょ, letales y comportamentales, entre otras.  
 

  Cuando las  mutaciones se producen en ce lulas germinales pueden dar origen a malformaciones o disfunciones al nacimiento del nuevo individuo al que dieron origen, enfermedades gene ticas o abortos esponta neos. Cuando, en cambio se producen en ce lulas soma ticas, el riesgo se asocia a enfermedades degenerativas y ca ncer.  La relacio n causal entre mutaciones y carcinoge nesis fue establecida en なひぱど y なひひど  por diferentes hallazgos:  
 La presencia de cambios cromoso micos en leucemias y tumores so lidos ゅKallioniemi et al, なひひに; El-Naggar et al., なひひひ; Albertson, にどどぬょ 
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 La induccio n de mutaciones in vitro e in vivo en animales por agentes de conocida accio n carcinoge nica ゅ Barbacid, なひぱは; Guerrero, なひぱばょ  
 Procesos de carcinoge nesis experimental in vivo que se caracterizan por mutaciones y cambios epigene ticos, en particular en ca ncer de hí gado y piel en rata y rato n. ゅ(erens et al., なひひに; Watson y Goodman, にどどに; Moggs y Orphanides, にどどねょ 
 Demostracio n de la necesidad de ma s de una mutacio n para inducir ca ncer de colon. ゅBaker, なひひど; Arribas et al., なひひば; Abdel-Rahman et al, にどどな; ょ 
 Propensio n a desarrollar ca ncer en individuos con mecanismos de reparacio n deficientes ゅMarx, にどどにょ  
 Activacio n de oncogenes por mutacio n gene tica, amplificacio n y cambios cromoso micos estructurales. ゅLengauer なひひぱょ 
Las ce lulas que sufren dan os en el material gene tico pueden ser ineficaces al reparar las lesiones provocadas en el ADN, ya sea por deficiencia en los mecanismos de reparacio n o por reparaciones erro neas o incompletas. La pe rdida en la integridad del ADN podrí a expresarse y transmitirse a la descendencia celular; lo que puede aumentar el riesgo de padecer ca ncer y la posibilidad de desarrollar inestabilidad geno mica o envejecimiento celular. algunos agentes genoto xicos pueden actuar sobre genes supresores de tumores, en los proto-oncogenes y en los genes involucrados en los mecanismos de reparacio n ゅBlasiak et al. なひひひょ. 

    
  Un agente se considera mutagénico cuando interactu a con la secuencia de 
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bases del ADN provocando un cambio permanente en la misma. Estas interacciones pueden ser micromutaciones, que  abarcan unas pocas bases y afectan un so lo gen e incluyen sustituciones o deleciones en la secuencia de bases. Los agentes 
clastogénicos producen macromutaciones que afectan a genes que pertenecen a un grupo de ligamiento. En este caso la mutacio n puede ser de origen estructural o nume rico. A continuacio n se indican los tipos de mutaciones mencionados: 

 Mutaciones ge nicas: las deleciones de una o ma s bases, las  sustituciones, los cambios en el marco de lectura por insercio n o delecio n de bases. 
 Mutaciones cromoso micas  

 Estructurales: rupturas cromoso micas, inversiones, duplicaciones y deleciones, trasposiciones e intercambios de croma tidas, fisiones y fusiones 

 Nume ricas: aneuploidí as, poliploidí as, ganancia o pe rdida de cromosomas enteros.  
 Los dan os en el ADN producidos por efectos genoto xicos esta n relacionados con la induccio n de mutaciones y subsecuentemente con la etiologí a del ca ncer. Las ce lulas que sufren dan os en el material gene tico pueden ser  incapaces de reparar las lesiones provocadas en su ADN, ya sea por deficiencia en los mecanismos de reparacio n o por reparaciones erro neas o incompletas. Por ejemplo, algunos plaguicidas pueden actuar sobre genes supresores de tumores, en los proto-oncogenes y  en los genes involucrados en los mecanismos  de reparacio n ゅBlasiak et al. なひひひょ. 
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 La probabilidad de  ocurrencia de las mutaciones se puede expresar como la tasa de mutacio n y es la probabilidad de ocurrencia en funcio n del tiempo. Se expresa como N° de mutaciones por par de nucleo tidos o por gen y por generacio n. Tambie n se puede expresar como la frecuencia indicada como el N° de mutaciones en una poblacio n de ce lulas o individuos. Un ejemplo serí a el  N° de mutaciones cada などどど ce lulas o cada などどどどど organismos, o cada millo n de gametas. Los dan os que pueden ocurrir sobre el ADN son de tipo endo geno ゅesponta neoょ o exo geno ゅinducidoょ.  Una vez que el dan o se produjo e ste puede ser reparado o permanecer y dar lugar a una mutacio n al pasar por la fase S o de duplicacio n del ADN.   
  Las rupturas que se observan a nivel del  ADN pueden ser producto de: ゅaょ La accio n directa de una sustancia en el material gene tico, ゅbょ La activacio n de mecanismos de reparacio n en las ce lulas y ゅcょ Los procesos normales de apoptosis, necrosis y duplicacio n celular.       

な.に.ぬ Campos de aplicación e interés 

 La genética toxicológica llega a aplicar ciertas  metodologí as que fueron desarrolladas para otros propo sitos. Un ejemplo de esto es la transferencia de tecnologí as aplicadas al mejoramiento gene tico en plantas  y animales de produccio n. Otro ejemplo es la implementacio n del test de Ames, originado a partir de las investigaciones en la sí ntesis bacteriana de histidina. La bu squeda del conocimiento acerca de la regulacio n del ciclo celular y los puntos de control del mismo, como así , las proteí nas implicadas en los procesos de reparacio n, son la 
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base de ciertos desarrollos y actual campo de intere s de la gene tica toxicolo gica.  
 La necesidad de establecer regulaciones, requiere del aporte de la toxicologí a para comprender los mecanismos moleculares que originan la toxicidad, así , en la pra ctica, se establecen nuevas disciplinas como la gene tica toxicolo gica que abarcan incluso ana lisis de procesos tales como teratoge nesis y carcinoge nesis. 
 Los costos financieros y e ticos que conlleva la experimentacio n con animales a medida que aumenta el nu mero de sustancias quí micas que entran en contacto con el hombre, ha generado la necesidad de encontrar me todos de prueba que no utilicen animales y que establezcan los riesgos potenciales de los agentes involucrados ゅDe Marini, にどどな; Rodriguez Yunta, にどどばょ. De lo anterior se desprende que los principales campos de investigacio n de la gene tica toxicolo gica son los siguientes:  

1. Mecanismos de mutagenicidad en sistemas experimentales. 
2. Tipificacio n de deso rdenes hereditarios. 
3. Desarrollo y aplicacio n de sistemas de prueba para detectar y caracterizar agentes genoto xicos. 
4. Establecimiento de los criterios para la determinacio n de riesgo genoto xico. 
5. Elucidacio n de la relacio n entre genotoxicidad, mutagenicidad, teratogenicidad y carcinogenicidad. 

1.3. Estudio de los mecanismos de reparacio n y de la accio n de agentes 
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antigenoto xicos o protectores. 
 

1.4. Genotoxicicidad 

 El concepto de genotoxicidad se amplí a para abarcar todos los eventos relacionados con el dan o que directa o indirectamente afectan al ADN ゅMudry et al, なひひ5ょ. Así , adema s de los muta genos son  considerados genoto xicos los agentes que pueden interferir en otros mecanismos vinculados a la herencia gene tica. Un claro ejemplo de lo anteriormente enunciado es  la mala segregacio n de las croma tidas hermanas  causada  por mitosis multipolares con afectacio n de los centrí olos, no disyuncio n por disrupcio n de la formacio n del huso mito tico o fallas en el anclaje cinetocoro-microtu bulo ゅSeoane, にどどどょ. Estos defectos podrí an producir  pe rdida o ganancia de cromosomas, conocidas como aneuploidí as y polisomí as, responsables de algunas enfermedades humanas como el sindrome de Down ゅtrisomí a del par になょ, Turner ゅね5 Xどょ Klinefelter ゅねば, XXYょ, Pateau ゅ Trisomí a par なぬょ  y Edwards ゅtrisomí a par なぱょ. ゅLejeune et al,, なひ5ひ; Jacobs y Strongl., なひ5ひ, Ford et al., なひ5ひ; Nowel y (ungerford, なひはどょ. La caracterizacio n de los agentes aneuploidizantes reviste intere s dado que este tipo de  mutaciones presenta relacio n con algunas formas de ca ncer. ゅKirsh-Volders et al, にどどにょ, 
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な.ぬ.な. Biomarcadores 

 

 Un biomarcador de toxicidad es una variable bioquí mica, fisiolo gica o anato mica que al ser detectada en un organismo, pone en evidencia la presencia de un agente to xico. La exposicio n a sustancias to xicas puede dar origen a alteraciones tempranas, previas al desarrollo de una enfermedad y que podrí an estar correlacionadas con efectos a largo plazo. Estos cambios tempranos pueden ser evaluados en modelos experimentales o en individuos expuestos. Estos son indicadores o marcadores biolo gicos que, en gene tica toxicolo gica, son elementos que permiten poner de manifiesto en los seres vivos, aspectos gene ticos o celulares relacionados con la respuesta a la exposicio n a un dado agente.   
 En el marco de la toxicologí a ambiental, la primera Conferencia Europea de biomarcadores se llevo  a cabo en なひひぬ, ゅ Biomarkers of chemical exposure, なひひねょ. Estos marcadores son considerados como situaciones mensurables que se observan en los sistemas biolo gicos ゅCommitte on Biological Markers, なひぱば; Grandjean et al., なひひねょ y se interpreta como un reflejo de un estado general o como la expectativa de vida de un organismo ゅCommitte on Biological Markers, なひぱば; (ulka y Wilcosky, なひぱぱょ.  Los biomarcadores son u tiles para: detectar una exposicio n; determinar consecuencias biolo gicas de una exposicio n; detectar los estados iniciales e intermedios de un proceso patolo gico; identificar individuos sensibles en una poblacio n; fundamentar la decisio n de intervenir, tanto a nivel individual como ambiental.  
 

 Los biomarcadores representan cambios en un organismos o en una ce lula 
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que pueden ser medidos segu n los sistemas biolo gicos que se estudien ゅNRC, なひぱば, なひひな; Wogan, なひひにょ. Para la eleccio n de un biomarcador se deben considerar los siguientes aspectos: la especificidad que se basa en la informacio n que aporta ya sea sobre el agente al que se expone el organismo o el tipo de efecto que se manifiesta, por ejemplo clastoge nesis, aneuge nesis, dan o oxidativo, entre otros. Algunos marcadores son especí ficos y aportan informacio n sobre la presencia de un agente particular, otros son generales y proveen evidencia de un efecto general producto de mu ltiples exposiciones ゅGrandjean, なひひ5; ATSDR,なひひねょ. La sensibilidad del biomarcador permite que el mismo responda dando informacio n temprana de los riesgos de la exposicio n al agente en estudio.     
 

 En general se aceptan ぬ tipos de biomarcadores, de exposicio n, de susceptibilidad y de efecto ゅCommitte on Biological Markers. なひぱば; (ulka y Wilscosky, なひぱぱ;ょ. Un biomarcador de exposicio n indica la presencia de una sustancia exo gena, o de algu n metabolito o del producto de la interaccio n de un agente con una mole cula o ce lula blanco ゅRutstein et al., なひぱぬ; (ulka y Wilscosky, なひぱぱ; W(O, なひひぬょ. Las mediciones son farmacocine ticas, como las concentraciones circulantes, las dosis acumuladas y la vida media del compuesto en el plasma. Un ejemplo son los aductos del ADN o de la hemoglobina que sen alan la presencia de una sustancia xenobio tica y su interaccio n con la macromole cula ゅShibutani et al, なひひひょ. Los biomarcadores de susceptibilidad manifiestan la existencia de factores individuales o poblacionales que pueden afectar la respuesta a la exposicio n a distintos agentes. Una condicio n intrí nseca o una enfermedad, pueden amplificar el dan o sobre el tejido blanco.   Un marcador biolo gico de efecto puede ser cualquier cambio cuantitativo que sea predictivo del dan o que resulta de 
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la exposicio n a un agente exo geno.  
 

 Los biomarcadores de exposicio n permiten la deteccio n temprana de la presencia de agentes to xicos, antes que el efecto se manifieste.  Los biomarcadores de efecto utilizados en  gene tica toxicolo gica pueden ser evaluados a trave s de ensayos de corto plazo ゅECPょ, en contraposicio n con los ensayos de largo plazo realizados en modelos animales que presentan la desventaja de ser prolongados y costosos. Los ECP permiten una evaluacio n ra pida de posibles efectos mutage nicos,  estos conforman una baterí a de ensayos con modelos de diferentes niveles . Así  se desarrollaron modelos experimentales en distintos niveles de complejidad: procariontes, eucariontes unicelulares, plantas superiores y animales invertebrados o vertebrados.  
 

 Los biomarcadores utilizados en gene tica toxicolo gica son indicadores de dan o gene tico a nivel de ADN, cromatina, así  como a nivel de otros eventos  relacionados con  la divisio n celular, entre ellos cabe mencionar: frecuencia de aberraciones cromoso micas ゅPreston et al., なひぱな; Eizondo et al, なひひはょ, frecuencia de )ntercambio de croma tidas hermanas ゅTaylor, なひ5ぱ, Perry y Wolf; なひばね; Cleaver なひぱなょ; frecuencia de Micronu cleos ゅFenech, にどどどょ; ruptura de simple y doble hebra por ensayo Cometa ゅWogan, なひひにょ. La inhibicio n en la actividad mito tica  evidencia citotoxicidad ゅLinnainmaa et al., なひばぱょ. Los í ndices de fases y  la cine tica de proliferacio n celular esta n considerados marcadores de citotoxicidad o citostaticidad ゅGonsebatt et al., なひひば; Freshney, なひぱばょ. 
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な.ぬ.に Niveles de complejidad  

 Cuando se realiza una evaluacio n de la potencial actividad genoto xica de un agente es poco factible someterla a todos los ensayos de corto plazo, por lo tanto se busca establecer una baterí a mí nima de ensayos que involucre diferentes niveles de complejidad que permitan caracterizar el agente en cuestio n.  Las te cnicas aplicadas en la evaluacio n de genotoxicidad de agentes quí micos no aportan por si solas  la informacio n suficiente para establecer los niveles de riesgo. Para esto es necesario implementar una baterí a de ensayos ゅBrusick, なひぱばょ. Diferentes recomendaciones de expertos y sociedades cientí ficas en relacio n a las pruebas que deben constituir la mencionada baterí a   ゅBishun et al., なひばぬ; Loprieno et al., なひばね; Madle and Obe, なひぱどょ han sido vertidas hasta el pesente.  Las recomendaciones para realizar una baterí a de pruebas consideraron diferentes variables como costo y tiempo, capacidad para detectar mutaciones puntuales y cromoso micas,  potencialidad para demostrar actividad mutage nica en mamí feros, reproducibilidad y relacio n dosis respuesta. En なひばは, Bochkov et al., recomendaron usar una bacteria con ね pruebas a saber; microorganismos con  activacio n metabo lica, letal dominante, citogene tica me dula o sea de mamí feros  y dan o cromoso mico en linfocitos humanos. En なひぱね el subcomite  de la Environmental Mutagenesis Society ゅUKEMSょ del Reino Unido recomendo   una baterí a con 5 ensayos: la prueba de mutacio n puntual en sistemas bacterianos, dan o cromoso mico en ce lulas de mamí feros in vitro, mutacio n en ce lulas de mamí fero o letal recesivo en Drosophila y dan o cromoso mico en mamí feros in vivo, como micronu cleos en me dula o sea de rato n. El cuerpo regulatorio internacional del OECD en  なひぱな, la  EPA en Estados Unidos de Norteame rica en  なひぱに  y el  EEC de la 
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Unio n Europea, propusieron las pruebas de genotoxicidad sobre  organismos y sistemas dependiendo el tipo de agente y su contacto o consumo por parte de los humanos. Ma s recientemente se revisaron las estrategias de los cuerpos regulatorios nacionales e internacionales concluyendo que ぬ  pruebas deberí an ser usadas como mí nimo en el monitoreo de un agente de potencial mutagenicidad: una prueba de mutacio n en bacterias,  una pueba en mamí feros in vitro para mutacio n y aberraciones cromoso micas y una prueba para dan o cromoso mico in 

vivo. 

 

  En este contexto de la propuesta de la baterí a mí nima los niveles de complejidad creciente para estos estudios que se consideran son ね:  Nivel ) ゅprimarioょ: bacteriano o molecular. permite detectar mutaciones puntuales utilizando organismos procariontes o eucarionte unicelulares  a trave s de la deteccio n de mutaciones y retromutaciones. Los organismos ma s frecuentemente utilizados son Escherichia  coli, Bacillus subtilis o Salmonella tiphymurium, 
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Neurospora crassa y 
Aspergillus nidulans adema s, S. cerevisiae, S. pombe y A. nidulans permiten la deteccio n de deleciones, no disyuncio n y recombinaciones.  Los estudios de reversio n cobran importancia por presentar correlacio n entre el potencial carcinoge nico de las sustancias quí micas y la induccio n de revertantes microbiolo gicos ゅMc Cann y Ames, なひば5ょ. Uno de los ma s frecuentemente utilizados es el test de Ames ゅAmes et al., なひば5ょ  B. Ames desarrollo  cepas bacterianas de S. typhimurium auxo trofas para histidina, para evaluar la retromutacio n a histidina ゅ+ょ por reversio n, retromutacio n por mutacio n intrage nica y retromutacio n por mutacio n interge nica.  Al finalizar el ensayo se 
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obtiene para cada dosis ensayada el nu mero de revertantes por placa ゅtriplicadoょ, cuando el nu mero de revertantes por placa duplica el nu mero de las observadas en los controles negativos, en al menos una de las concentraciones de prueba, el ensayo se considera positivo. Cuando no se observa un incremento reproducible con relacio n a la dosis en el nu mero de revertantes en, por lo menos, dos ensayos consecutivos, el ensayo se considera negativo. Otros ensayos de aplicacio n con microorganismos son el Cromotest ゅSOSょ, que monitorea los niveles de enzima B-galactosidasa en E. coli. Este gen actu a como reportero ya que el opero n sul A presenta inserto el gen lac Z La sí ntesis de B-galactosidasa se mide por actividad colorime trica y da un estimado de la induccio n de funciones SOS en presencia de la sustancia monitoreada. Ensayos de toxicidad basados  en la reduccio n de de la intensidad luminosa de bacterias lumniscentes presentan variantes para evaluar mutagenicidad. El ensayo Mutatox utiliza una variante  oscura de V. fischeri de modo que la reversio n de la mutacio n recupera la luminiscencia. El ensayo Vitotox utiliza cepas de S. typhimurium con un gen reportero de luciferasa que se expresa por activacio n de SOS. Los ensayos de mutagenicidad y recombinacio n utilizan S. 

cervisiae por ser un organismo eucarionte unicelular con fase haploide y diploide. Permite evaluar la recombinacio n mito tica Recombinacio n mito tica: adenina, conversio n ge nica: tripto fano ゅtrp5-なに y rp5-にばょ, recombinacio n intrage nica, mutacio n reversa: isoleucina e induccio n de mutaciones citoplasma ticas petit. Las cepas utilizadas son Cepas: Dぬ, D5, y Dば para recombinoge nesis, y Dね para conversio n ge nica. 
 Nivel  )) ゅsecundarioょ: celular,  in vitro.  Se basa en el ana lisis de linfocitos de sangre perife rica, Lí neas celulares, 
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fibroblastos y mucosas. Utiliza cultivos celulares eucariontes ya sea en monocapa o en suspensio n, con el objeto de caracterizar dan o a nivel cromoso mico o alteraciones en la cine tica de proliferacio n celular. Entre los cultivos celulares en monocapa se encuentrna las lí neas celulares establecidas, como la lí nea (ela proveniente de un carcinoma cervical de (enrietta Lacks ゅ de ahí  el nombre de la lí neaょ cuyo  nu mero modal  es にn=ぱに ゅね copias del cromosoma なに humano  y ぬ copias de los cromosomas は, ぱ, y なば humanosょ; la lí nea C(O, proveniente de  ovario de hamster chino ゅ del ingle s, Chinese Hamster Ovary y de ahí  su nombreょ que tiene un nu mero modal  にn=にに y varias otras lí neas con origen similar en cuanto al taxon como son:  la  lí nea   Vばひ proveniente de fibroblastos de pulmo n de hamster chino ゅmachoょ utilizada en estudios de radiacio n, mutage nesis y gene tica con にn=にに y la lí nea C(O-AAぱ, sub lí nea C(O-Kな que se utiliza para el aislamiento de mutantes deficientes en genes de reparacio n.  
 

 En el caso de otros cultivos in vitro como el caso de los cultivos de sangre perife rica, estos pueden ser de origen humano o de otros vertebrados ゅaves, reptiles, anfibios, pecesょ teniendo en cuenta las particularidades celulares de cada caso, en unos se usara n los linfocitos como fuente de  ce lulas nucleadas a analizar y en otros, como aves y reptiles, sera n los eritrocitos, por ser estos los nucleados. Los ensayos que pueden ser realizados en este nivel son:  )ntercambio de Croma tidas (ermanas ゅ)C(=SCE, del ingle s ╉Sister Chromatid Exchange╊ょ, la Cine tica de Proliferacio n Celular ゅCPC=CPK del inlge s ╉Cell Proliferation Kinetics╊ょ, Aberraciones Cromoso micas ゅACょ, Retardo en Anafase-Telofase ゅATょ, Micronu cleos  ゅMnょ, Electroforesis de una sola o Ensayo  Cometa ゅSCGE del ingle s ╉Single Cell Gel 

Electroforesis Assay╊ょ. 
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 Nivel ))): nivel de ensayos in vivo En los estudios en este nivel se incluyen los modelos que utilizan organismos eucariontes pluricelulares. En los  modelos vegetales, las especies ma s utilizadas son Tradescantia, Allium cepa y Vicia faba. Entre los modelos animales, cuando de  mamí feros se trata, los ma s frecuentemente utilizados son las diferentes cepas  de rato n, ha mster y rata criados en bioterio. Otros vertebrados tambie n son de aplicacio n para este nivel con costos ma s levados tanto por su mantenimiento como por su manejo ゅperros, conejos, monosょ. En el Nivel ))) incluye los mismos ensayos  que  el Nivel に como es el caso del sistema de sangre perife rica so lo que  el ensayo se realiza utilizando la sangre de los modelos experimentales expuestos previamente al agente a evaluar. De ahí  que sea un nivel de ana lisis in vivo. En este nivel  se agregan otros dos sistemas  de evaluacio n, el ensayo de Micronu cleos en me dula o sea de rato n y el ensayo de Micronu cleos en mucosa bucal o en orina.. En los modelos de invertebrados, se incorpora la posibilidad de aplicar  el ensayo de Mutage nesis y recombinacio n soma tica en Drosophila melanogaster  SMART ゅdel ingle s ╉Somatic Mutation and Recombination Test╊) que  se basa en que los   individuos desde el estadí o de larva este n expuestos a los agentes a evaluar.  Existen dos tipos de ensayo segu n el o rgano blanco en el que se mida la exposicio n y el efecto atribuible al agente de exposico n:   ojos o alas y segu n así  sea, utilizan diferentes lí neas de moscas. El ensayo en ojo, utiliza lí neas salvajes y analiza manchas de ce lulas mutantes w ゅdel ingle s ╉White╊). El ensayo en alas utiliza dos mutantes mwh ゅdel ingle s ╉multiple wing hair╊ょ y flr ゅ del ingle s ╉flare╊ょ. En ambos casos  grandes poblaciones de ce lulas en divisio n  en los primordios  se encuentran expuestas a los agentes a evaluar.  Cada mancha o ゅ del ingle s ╉spot╊)  indica que un 
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clon de ce lulas se encuentra mutado. Este ensayo permite detectar  mutaciones de punto, deleciones, no disyuncio n, conversio n ge nica, recombinacio n  mito tica. 
 Nivel )V: nivel epidemiolo gico Los ensayos realizados en este nivel son los referidos anteriormente en el Nivel ))) y. son considerados de Nivel )V so lo cuando los estudios se realizan  en poblaciones  expuestas a agentes de manera ocupacional, ambiental, accidental, por estilos de vida o terape utica. Estos estudios permiten realizar ana lisis prospectivos y retrospectivos para las poblaciones analizadas, es un nivel de ana lisis poblacional ya sean humanas como de la fauna o de la flora. Estos u ltimos como excelentes monitores ambientales  de contaminacio n o en caso de accidentes originados por presio n antro pica en ambientes silvestres con motivo del avance de la industrializacio n y urbanizacio n en general. 
 

な.ぬ.ぬ Modelos experimentales 

 

 La  eleccio n de los modelos experimentales se fundamenta en  varios elementos que incluyen, el sustrato biolo gico, el plan de exposicio n, los indicadores evaluados y el modelo predictivo. El sustrato biolo gico es el material orga nico, sobre el que se aplica el xenobio tico siguiendo un plan de exposicio n y cuyas respuestas ante dicho estí mulo se desea estudiar. Las alteraciones se valoran por medio de los biomarcadores de toxicidad. La validez del modelo experimental dependera  de la conjuncio n entre el sustrato biolo gico y los indicadores de toxicidad aplicados. Tambie n influyen las pautas de exposicio n y el procedimiento estadí stico empleado para la evaluacio n de la significacio n de las observaciones. Si 
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bien,  se denomina ╉modelo╊ al sustrato biolo gico es ma s adecuado referirse a e ste como ╉sistema╊, ya que el modelo experimental incluye el disen o experimental. Así  el mismo ╉sistema biolo gico╊ se puede usar en ma s de un modelo experimental y aplicando distintos disen os experimentales.  El disen o experimental tiene en cuenta, la disposicio n de las unidades experimentales, las re plicas y las repeticiones, el plan de exposicio n, las concentraciones, el tiempo y la eleccio n de indicadores. ゅFesting et al, にどどにょ. El sustrato biolo gico puede ser un organismo completo  o  parte del mismo como un cultivo celular. Los ensayos de genotoxicidad en modelos experimentales son ensayos de corto plazo y permiten detectar mutaciones puntuales, dan o al ADN, mutaciones cromoso micas, y alteraciones en el proceso de recombinoge nesis ゅMudry  y Carballo, にどどはょ.  
 Muchos de los modelos empleados para evaluar el potencial genoto xico de distintos agentes  son mamí feros como rata, rato n, cobayo y conejo. La preferencia por estos modelos se basa en que pertenecen a la misma Clase en el marco taxono mico que los humanos, aun cuando se sostiene y hay acuerdo cientí fico en que los efectos que un agente produce en una especie  no son extrapolables a otras. En este sentido, se sabe que la misma exposicio n puede no producir la misma respuesta, no obstante, aunque es imposible extrapolar directamente datos animales a los seres humanos, tambie n existe amplia evidencia de los beneficios que ha traí do la experimentacio n en animales para la biomedicina y disciplinas afines ゅRodriguez Yunta, にどどばょ. Cobra valor el aclarar que, si bien dentro de los campos de intere s de la gene tica toxicolo gica se encuentra la salud humana, tambie n es cierto que los efectos genoto xicos alcanzan a todos los seres vivos expuestos por lo cual los efectos sobre la biota presentan un intere s particular en el 
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campo de la ecotoxicologí a y orientan la evaluacio n de dan os ecosiste micos ゅShugart et al., にどどぬょ.  
 Ma s alla  de los cuestionamientos e ticos  en el uso de animales de experimentacio n ゅRiva, なひひな; Tsuda et al., にどどな; Rodrí guez Yunta, にどどばょ, el empleo de bacterias, invertebrados  y plantas como modelos en gene tica toxicolo gica, presenta intere s por tener menores costos y tiempos generacionales ma s cortos. Estas caracterí sticas  hacen que estos modelos tengan mayor factibilidad en estudios de gene tica toxicolo gica.  Es pertinente considerar que el estado conservado del material gene tico  desde el punto de vista evolutivo así  como de los mecanismos asociados a la divisio n celular, confieren validez a los ensayos biolo gicos. Las baterí as de ensayos consideran el uso de varios modelos y niveles in 

vivo e in vitro  con el fin de abordar un espectro de procesos que pueden ser diferenciales en cada uno de los sistemas y modelos.   
 

1.3.4. Las plantas vasculares como monitores de genotoxicidad 

 

1.3.4.1. Antecedentes  

 Los bioensayos de genotoxicidad empleando plantas como indicadores han demostrado su utilidad en la evaluacio n de agentes mutage nicos a trave s de la deteccio n de aberraciones cromoso micas y mutaciones ge nicas ゅFiskesjo, なひぱ5ょ. Levan en なひぬぱ utilizando Allium cepa determino  los efectos de la colchicina y posteriormente en なひねぬ y なひね5,  las reacciones citolo gicas inducidas por sales 
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inorga nicas y series orga nicas dando inicio, en la era de la mutage nesis quí mica, al uso del biomonitoreo con plantas. Desde los an os ばど, los bioensayos con plantas superiores son recomendados para su uso en monitoreo de posibles genoto xicos. El uso de plantas fue indicado y validado por varias agencias tales como ╉United 

Nations Environmental Program ゅUNEPょ╊, ╉World Health Organization ゅW(Oょ╊ y ╉US 
Environmental Protection Agency ゅUSEPAょ╊ ゅMa et al, なひひ5ょ. En なひばぱ se realizo  el seminario ╊Higher Plants Systems as Monitors of Enviromental Mutagens╊ patrocinado por el ╉US National Institute of Environmental Health Sciences╊, el ╉Gene-Tox Program╊ de la ╉US Office of Toxic Substances de la US Environmental 

Protection Agency ゅEPAょ╊ con el fin evaluar el estado de los bioensayos en gene tica toxicolo gica ゅ en microorganismos, animales y plantasょ. Los resultados se  publicaron en なひぱぱ.  
 Los ensayos en plantas demostraron ser  apropiados para evaluar riesgos en compuestos quí micos. El ana lisis de los datos demostro  una alta concordancia entre los ensayos en plantas y mamí feros ゅEnnever et al., なひぱぱょ. Por este motivo, las plantas comenzaron a ser  consideradas como modelos altamente fiables en su utilizacio n para evaluar el riesgo por exposicio n a compuestos quí micos. Las variaciones inter-laboratorios encontradas estaban  en el rango de las halladas para otros estudios de evaluacio n de compuestos quí micos  in vivo o in vitro. En el siguiente cuadro se presentan los ensayos realizados en las distintas  especies ╉EPA’s Gene-Tox なひぱに╊. 

1. Allium cepa, aberraciones cromoso micas,  
2. Arabidopsis thaliana, mutaciones ge nicas,  
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3. Glycine max ゅsojaょ, mutaciones ge nicas,   
4. Hordeum vulgare ゅcebada), aberraciones cromoso micas,  
5. H.vulgare, mutaciones ge nicas ゅclorofilaょ,  
6. Tradescantia, ensayo para muta genos gaseosos,  
7. Tradescantia, ensayos citogene ticos,  
8. Vicia faba ゅhabasょ aberraciones cromoso micas,  
9.  Zea mays ゅmaí zょ, mutaciones ge nicas,  

               En なひひに, Te-(siu Ma, inicia el programa )PPB ゅ╉International Program on 

Plant Bioassays╊ょ que se establece oficialmente en なひひぬ bajo el auspicio del Programa Ambiental de las Naciones Unidas ゅdel ingle s ╉United Nations 

Environment Program╊ょ. Este programa se ocupo  de promover el uso de ensayos en plantas para monitoreo y deteccio n de muta genos en el ambiente, considerando que las plantas eran las u nicas que podrí an ser u tiles como monitores in situ de genoto xicos ambientales, ya sea que estuvieran en forma simple o en la forma de mezclas complejas. De los siete ensayos revisados por la EPA ゅ del ingle s ╉US 

Environmental Protection Agency╊ょ en el Programa ╉Gene-Tox ゅなひぱどょ╊, el ensayo de aberraciones cromoso micas en meristemas de raí z de Allium cepa, fue uno de los adoptados por el )PPB para monitorear genotoxicidad de origen ambiental y su protocolo fue estandardizado ゅFiskesjo, なひぱ5ょ.  
 

                   Las pruebas que utilizan plantas superiores son capaces de detectar la genotoxicidad de compuestos quí micos y de monitorear in situ toxicidad y 
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genotoxicidad de contaminantes ambientales, sin necesidad de concentrar las muestras ni realizar tratamientos previos a la exposicio n ゅGrant なひぱに, なひひねょ. Las plantas constituyen un material adecuado para monitoreo ambiental de sitios contaminados.  Los bioensayos con plantas esta n considerados como ma s sensibles y fa ciles de aplicar en comparacio n con bioensayos que se aplican en especies animales [Ma et al., なひひ5ょ. 
 

1.3.4.2. Allium cepa  

 

 La cebolla ゅAllium cepaょ es una planta vascular del ge nero de las lilia ceas, que desde las primeras de cadas del siglo XX ha sido utilizada para estudios fisiolo gicos y citogene ticos.  Otras especies del ge nero Allium  incluyen, A. 

sativum,  A. fistulosum, A. carinatum, A. cepa var. Proliferum, fueron utilizadas para estudios de mutage nesis aunque menos ampliamente que A. cepa.  Los protocolos para el estudio de los indicadores citolo gicos y citogene ticos se desarrollaron mediante la exposicio n de raí ces adventicias obtenidas de bulbos o de semillas.  El cariotipo de Allium cepa fue descrito por Mensinkai en なひぬひ. El complemento completo consiste en ぱ pares de cromosomas, con 5 pares de cromosomas metace ntricos ゅpares な, に, ぬ, 5 y ぱょ y ぬ pares submetace ntricos correspondiendo a los cromosomas は y ば y un par de cromosomas con un sate lite en el telo mero del brazo corto., cromosoma ね. Dependiendo del procedimiento de preparacio n, el taman o de los cromosomas varí a entre ぱ y なは  μm.   
 

 La duracio n del ciclo mito tico en Allium cepa fue determinado por varios 
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autores con distintos valores tales como  にど,5 hs. ゅNuti Ronchi y Acara, なひはばょ, なぱ.ぱ a にど °C ゅLo pez Saez et al., なひははょ y にぬ horas a にな ° C  ゅMatagne, なひはぱょ. なぬ,5 h de las cuales なな,に h corresponden a mitosis y に,ぬ a interfase ゅGonza lez Ferna ndez et al, なひははょ. En なひはぱ, Matagne determino  una duracio n de ね horas para la mitosis y なぱ para la interfase, a にど ° C. Las diferencias en los resultados se pueden deber a diferencias de temperatura ゅGrant, なひぱにょ sin embargo otras condiciones experimentales tales como la concentracio n de oxí geno y la composicio n del agua en la que crecen las raí ces, hoy se sabe que constituyen factores de influencia.  
 

 Entre las pruebas  de genotoxicidad realizadas en pantas, el ensayo con 
A. cepa es bien conocida y frecuentemente usada en muchos laboratorios con un amplio rango de aplicaciones. Los ensayos de aberraciones cromoso micas y micronu cleos en raí ces de A. cepa son ampliamente aplicados para la evaluacio n de genotoxicidad de muchos compuestos quí micos y contaminantes ambientales. Estas pruebas son me todos sensibles para monitoreo de efectos clastoge nicos y aneuge nicos ゅGrant なひぱに; Ma et al. なひひ5; Rank and Nielsen なひひぬょ. Adema s de sustancias quí micas aisladas se estudiaron por este me todo mezclas complejas, muestras de rí os y lagos, agua de bebida, efluentes industriales, lixiviado de rellenos sanitarios, muestras y extractos de suelo, entre otros. ゅFiskesjo なひぱ5; Steinkellner et al. なひひぱ; Cabrera y Rodriguez, なひひひ; Grover and Kaur なひひひ; Monarca et al., にどどぬょ.  
 

 La ventaja de los ensayos en A. cepa es que es econo mico, fa cil de implementar, y que ofrece resultados confiables teniendo alta concordancia con otros test realizados en sistemas de mamí feros ゅGrover et al., なひひひょ como linfocitos 
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humanos, lí neas celulares como las lí neas C(O, y otros  a nivel de organismos tales como peces, crusta ceos y algas ゅFiskesjo, なひぱ5ょ.   
 

 

 

な.ぬ.ね.ぬ. La raíz como sistema de ensayo  

 Las ce lulas meristema ticas de las raí ces se han constituido en sistemas de ensayo por ser un tejido proliferante que permite analizar los efectos de agentes con potencialidad genoto xica. Las raí ces provenientes de la base del bulbo son de tipo adventicia y presentan zonas diferenciales. En el extremo del a pice se encuentra la caliptra, una capa delgada de ce lulas esclerosadas y no proliferantes, contiguamente se hallan las ce lulas meristema ticas,  en activa divisio n celular y son  el sustrato para realizar evaluaciones de genotoxicidad. A medida que las ce lulas se reproducen, parte de ellas se diferencian en ce lulas de elongacio n formando un tejido ma s proximal a la base del bulbo. Este tejido es responsable del crecimiento en longitud de las raí ces, por medio de un proceso regulado de debilitamiento de las uniones de celulosa de la pared que permite que el citoplasma adquiera forma alargada. Cobra importancia establecer algunas consideraciones relacionadas con este o rgano con el fin de comprender sus potencialidades como sistema de ensayo en evaluaciones aplicadas a la toxicologí a y a la gene tica toxicolo gica.  
 Durante las primeras de cadas del siglo XX se realizaron estudios fisiolo gicos que confirmaron la polaridad ele ctrica y las diferenciales demandas de oxí geno analizando separadamente la zona del meristema, la zona de elongacio n y la zona 
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de diferenciacio n ゅBerry y Brock, なひねぬょ. En estudios recientes, se realiza el mismo ana lisis diferencial ゅCo rdoba Pedregoza et al, にどどぬょ y se establece la actividad enzima tica que determina  los estados de o xido reduccio n de las mole culas que regulan las funciones asociadas a cada tejido. Así , es posible dilucidar efectos condicionados a estados redox como es el dan o oxidativo y la respuesta antioxidante. Dado que el potencial genoto xico de algunos agentes depende de su biotransformacio n a diferentes estados redox, que a su vez  depende de las presiones de oxí geno del tejido expuesto, este modelo podrí a permitir detectar estos efectos cuando los mismos sean especí ficos de tejidos.  Esto se puede poner en evidencia a partir de para metros morfolo gicos, enzima ticos y citogene ticos.  En 
A. cepa, los estudios de actividad enzima tica y niveles no enzima ticos relacionados con los procesos oxidativos son u tiles como biomarcadores de dan o oxidativo y repuesta antioxidante ゅFatima, にどど5ょ. Con el ana lisis detallado de sus valores se complementan los estudios de genotoxicidad. Cabe tener en cuenta que la actividad de enzimas involucradas en estos procesos no es regular a lo largo de la raí z, por lo tanto un ana lisis que involucre zonas de la raí z alejadas del meristema podrí an aportar informacio n erro nea debido a las diferencias en la respuesta antioxidante de  cada tejido radicular. Es conveniente aislar las zonas de la raí z para una mayor comprensio n de los procesos oxidativos involucrados. Por ejemplo, las enzimas Guaiacol peroxidasa, Ascorbato peroxidasa, Monodehydroascorbato oxidoreductasa, Dihiroascorbato reductasa, Catalasa y Glutatio n reductasa muestran patrones de actividad diferencial dependiendo de la zona de la raí z ゅCo rdoba-Pedregosa et al., にどどぬょ.  La actividad  peroxidasa in vivo revela un patro n de  distribucio n especí fica a lo lago de la raí z. El control en el balance de esas mole culas parece existir a lo largo del eje de la raí z y puede ser relacionado 
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directamente con los mecanismos involucrados en la elongacio n y la divisio n celular. El rol del ascorbato sobre el crecimiento y desarrollo es discutido. Los bulbos tratados con precursores de a cido asco rbico o precursores inmediatos, revelan una estimulacio n en la tasa de elongacio n de la raí z acompan ada de un incremento en la acumulacio n de ascorbato y dehidroascorbato  a lo largo del eje radicular.  Sin embargo, la distribucio n de esas formas redox  no es uniforme, y las mismas se acumulan en zonas de metabolismo ma s activo. Por otro lado, el ascorbato y su precursor inmediato, la L-galactona-c-lactona tambie n estimulan la actividad de la glucosa- は-phosphato e inhiben la actividad peroxidasa, que es responsable de mantener la rigidez de la pared celular ゅCo rdoba Pedregosa et al., にどど5ょ, Estos resultados son compatibles con la idea de que el ascorbato estimula el crecimiento de la raí z  incrementando su metabolismo.  Por lo tanto, los estudios de dan o oxidativo y respuesta antioxidante permiten establecer junto con los ensayos de genotoxicidad, los niveles de riesgo asociados a la exposicio n de los diferentes agentes quí micos. 
 Otra caracterí stica para considerar en el sistema que utiliza la raí z para la  evaluacio n genoto xica de agentes es la dina mica de formacio n de estructuras microtubulares presentes en las ce lulas de las plantas superiores. En las plantas los microtu bulos desempen an un rol fundamental en la morfoge nesis y en la divisio n celular  ゅKost et al., なひひひ; Kost y Chua, にどどにょ. Las ce lulas meristema ticas, en particular,  durante el ciclo de divisio n presentan cuatro organizaciones de los microtu bulos principales asociados a las funciones de cada estadí o  ゅGoddard et al., なひひねょ. Durante la interfase, los microtu bulos se encuentran ordenados en estructuras paralelas orientados de manera perpendicular al eje de expansio n de la 
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ce lula y dirigen la deposicio n de celulosa ゅCyr, なひひね; Wymer et al., なひひはょ. En el inicio de la mitosis, estos microtu bulos se organizan en un anillo llamado banda preprofa sica ゅBPPょ y  que rodea al nu cleo donde  define el plano de divisio n y determina la ubicacio n de la placa celular formada durante la citocinesis ゅMineyuki, なひひひょ. La BPP es posteriormente reemplazada por  la formacio n del huso mito tico ゅ(Mょ que cuando se une con el cinetocoro de los centro meros permite la segregacio n de las respectivas croma tidas a dos polos distribuyendo la informacio n gene tica en  las ce lulas hijas  ゅYu et al., にどどどょ. Finalmente el fragmoplasto ゅFgょ es una densa estructura derivada del (M, por reordenamiento de los microtu bulos que esta  constituida por dos anillos microtubulares orientados opuestamente en el centro de la ce lula y que dirigen las vesí culas que llevan material para la formacio n de la pared celular en el plano de divisio n ゅOtegui and Staehelin, にどどど; Verma, にどどな; Jurgens, にどど5ょ.   Aunque el Fg contiene una cierta cantidad de actina, diferente a lo que ocurre con la citocinesis en animales, la misma no esta  relacionada con la formacio n de un anillo contra ctil   y la placa de divisio n crece centrí fugamente. Tanto el cuerpo medio del (M como el Fg contienen un nu mero de proteí nas asociadas a los microtu bulos y kinesinas que estabilizan la estructura ゅJurgens, にどど5ょ.  
 Desde el punto de vista evolutivo es interesante referir que en  las algas rojas relacionadas filogene ticamente con las plantas verdes, se reporto  la presencia de un anillo contra ctil ゅBroadwater, なひひひょ,  sugiriendo que el Fg serí a una estructura derivada. En algas verdes se encuentran situaciones diversas e intermedias ゅVerma, にどどな, Lo pez Bautista et al., にどどぬょ.  Otras funciones vitales de los  microtu bulos en las plantas esta n asociadas con los procesos de morfoge nesis 
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durante el desarrollo del embrio n ゅSteinborn et al., にどどにょ, formacio n de o rganos  ゅWhittington et al., にどどなょ, duplicacio n de o rganos  ゅThitamadee et al., にどどにょ, desarrollo de los tricomas  ゅKost etal., なひひひょ, mantenimiento de la direccio n durante el crecimiento de las ce lulas de elongacio n de la raí z  ゅBibikova et al., なひひひょ, organizacio n del tubo polí nico ゅTaylor and (epler, なひひばょ, y movimiento de los estomas ゅMarcus et al., にどどなょ. Todos estos procesos involucran cambios conformacionales microtubulares en espacio y tiempo y un comportamiento dina mico de crecimiento por polimerizacio n y acortamiento por despolimerizacio n, conocido como ╉inestabilidad dina mica╊ que  es la base de los cambios en la conformacio n microtubular ゅDesai y Mitchison, なひひばょ.  
 La inestabilidad dina mica se caracteriza por cuatro para metros:  tasa de crecimiento ゅなょ , tasa de acortamiento ゅにょ, transicio n de な a に o frecuencia de cata strofe  y transicio n de に a な o frecuencia de rescate. ゅMitchison and Kirschner, なひぱねょ. La alteracio n en la inestabilidad dina mica lleva a que la ce lula responda regulando la morfoge nesis y el control de la divisio n celular ゅKirschner & Mitchison, なひぱは; Belmont et al., なひひど; Desai y Mitchison, なひひばょ. La transicio n de la con formacio n de BPP a (M es un punto clave en el ciclo por marcar el plano de divisio n de la ce lula y organizar el eje del (M. Las ce lulas con BPP afectada o ausente esta n severamente dan adas ゅTraas et al., なひひ5; McClinton y Sung, なひひばょ. Muchos estudios se han orientado a analizar la formacio n de las  PPB ゅMineyuki, なひひひ; Granger y Cyr, にどどなょ, aunque los mecanismos au n son poco claros por lo que son motivo para investigar la inestabilidad dina mica in vivo, con especial atencio n al comportamiento de las BPP ゅDhonukshe &. Gadella, にどどぬょ. 
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Otro aspecto a considerar en relacio n a los microtu bulos de las plantas vasculares es que e stas no presentan un centro de organizacio n microtubular ゅMTOCょ comparable a los centrosomas, sino sitios de nucleacio n para microtu bulos distribuidos en el citoplasma y en las endomembranas, como las observables en el retí culo endopla smico,  las envolturas nucleares o los pla stidos. Los MTOC en las plantas con semilla son difusos y migratorios lo que hace que sean dificultosos de identificar a diferencia de los MTOC asociados a centrosomas de ce lulas animales  ゅPalevitz, なひひぬょ. En las Bryophyta, considerado un linaje pivotal en la evolucio n de plantas vasculares, las organizaciones microtubulares mencionadas previamente esta n presentes, aunque presentan un MTOC bien definido y los (M se organizan  desde una estructura esfe rica acentriolar descripta como organizados polar o centrosoma. Este aparato mito tico es considerado transicional entre las algas verdes y las plantas con semilla  ゅBrown and Lemmon, なひひどょ.  Diferentes estudios indican que, en plantas vasculares, la γ - tubulina esta  presente de manera ubicua en sitios de nucleacio n microtubular formando una entidad que  migra durante el ciclo celular de manera especí fica y se asocia con organelas y sistemas de endomembranas. Los MTOC en plantas pueden ser reconocidos por la presencia de la γ - tubulina y existen estados transicionales en plantas actuales que indican una evolucio n de un centrosoma corpuscular centriolar presente en algas y ce lulas animales, a una asociacio n difusa con la envoltura nuclear, observable  en las plantas vasculares.  
    El conocimiento de los procesos involucrados en la funcio n del sistema de ensayo  que son blanco de ataque de los agentes a evaluar, es fundamental a la hora de interpretar los resultados y establecer las conclusiones.  
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1.3.5. )ndicadores de daño  

 Los indicadores de dan o se pueden diferenciar segu n el proceso subyacente en: indicadores de toxicidad, inidicadores de citotoxicidad e indicadores de genotoxicidad. Los estudios de toxicidad son realizados midiendo las longitudes de las raí ces expuestas y cuantificando la inhibicio n en el crecimiento de dichas  raí ces expuestas, así  como cambios en las caracterí sticas morfolo gicas de las mismas ゅFiskesjo, なひぱ5ょ.  
   Entre las plantas utilizadas para biomonitoreo,  A.cepa mostro  ser eficiente para tales estudios especialmente cuando se la utiliza para ensayos de induccio n de aberraciones cromoso micas y Micronu cleos ゅConstantin y Owens, なひぱに; Grant, なひひひょ. En el an o なひぱ5 se publico  el  primer protocolo propuesto por Fiskesjo. Posteriormente otros autores implementaron modificaciones al protocolo original en cuanto al nu mero de bulbos utilizado, el tiempo de exposicio n y la cantidad de ce lulas contadas ゅRank y Nielsen, なひひぬょ. Fiskesjo presenta en なひひぬ un protocolo estandarizado para la aplicacio n del test de Allium cepa para evaluacio n de toxicidad ゅme todo なょ y genotoxicidad ゅme todo にょ. En el primero se considera como indicador de toxicidad a la inhibicio n en el  crecimiento de las raí ces, estableciendo que la concentracio n efectiva 5ど ゅEC 5どょ es el para metro de referencia, es decir  la concentracio n del agente que pone en evidencia el valor de longitud correspondiente al 5ど % respecto de la longitud observada en el control.  En el segundo, considera la fraccio n de ce lulas en divisio n y el dan o por rotura cromoso mica como los indicadores de genotoxicidad y como indicadores de 
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pe rdida o ganancia de cromosomas. Las alteraciones cromoso micas como C-metafases, anafases multipolares, cromosomas rezagados o vagabundos, anafases desorganizadas, pe rdida cromoso mica y ce lulas poliploides, podrí an indicar problemas en la formacio n del huso mito tico por disrupcio n o mala formacio n, determinando una mala segregacio n de las croma tidas y alterando la distribucio n de la informacio n gene tica en las ce lulas hijas ゅSaunders et al., にどどどょ. Entre las aberraciones cromoso micas que indican rotura de la cromatina se pueden mencionar, los fragmentos ace ntricos, puentes anafa sicos o telofa sicos y cromosomas pegoteados. Los Micronu cleos se pueden producir esponta neamente si biern  su induccio n aumentada respecto de un control no expuesto es indicio de exposicio n a agentes genoto xicos ゅ(eddle et al., なひぱぬょ. La prueba de Micronu cleos esta   considerada u til para estudios de genotoxicidad, por ser eficiente, simple y ra pida ゅCardozo et al., にどどはょ. La presencia de Micronu cleos, de acuerdo con varios autores,, es interpretada como indicador de efectos clastoge nicos o aneuge nicos ゅWalker et al., なひひは; Çavas  y Ergene-Gozukara, にどど5ょ. 
 

1.3.5.1. Toxicidad mitótica, Clastogenicidad y Aneugenicidad. 

 Lo para metros utilizados para evaluar genotoxicidad son un conjunto de í ndices  y variables mensurables en distintos ensayos  que se detallan a continuacio n:   ) ndices de genotoxicidad : 
 ) ndice mito tico ゅ)Mょ: se calcula como el nu mero de ce lulas en divisio n mito tica de などどど ce lulas totales contadas.  

)M= N° ce lulas en mitosis/ などどど ce lulas.  
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Cuando las ce lulas se someten a un tratamiento con colchicina el )M= N°de metafases / などどど ce lulas   Los valores de )M permiten evaluar el efecto  inhibitorio sobre la divisio n celular soma tica relacionada con las presencia  de los agentes a los que se expone el sistema de ensayo interpretado como toxicidad mito tica. La  disminucio n en este í ndice puede ser tambie n indicio de genotoxicidad debido a que las mutaciones son detectadas por los sistemas de chequeo y reparacio n, aumentando la duracio n de la interfase.  Para sustentar esta explicacio n son necesarios. )ncorporar al ana lisis a  otros para metros de genotoxicidad  
 ) ndices de fase: calculado a partir de la cantidad de ce lulas ゅN° de ce lulasょ en cada estadí o de divisio n del N° total de ce lulas contadas  en mitosis. 

) ndice de profase ゅPょ= N° de profases/ N° de ce lulas totales en  mitosis ) ndice de metafase ゅMょ= N° de profases/ N° de ce lulas totales en  mitosis ) ndice de anafase ゅAょ= N° de profases/ N° de ce lulas totales en  mitosis ) ndice de telofase ゅTょ= N° de profases/ N° de ce lulas totales en  mitosis El ana lisis de estos í ndices comparados con los controles puede evidenciar retraso en estadí os como la anafase cuando la segregacio n cromoso mica se dificulta por ejemplo, por exposicio n a sustancias que interfieren en la dina mica de polimerizacio n y despolimerizacio n del huso mito tico. Un aumento en las metafases puede ser interpretado como un  control del ingreso a anafase por detectar falencias en el anclaje del cinetocoro-microtu bulo.  Ensayos: Aberraciones cromoso micas en anafase-telofase ゅACょ. Se calculan como el total de aberraciones observadas en などど anafases-telofase totales. Las aberraciones contabilizadas son de tipo puentes, fragmentos ace ntricos, cromosomas rezagados, 
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anafases desorganizadas, anafases tripolares o multipolares, anillos y se inluyen las, C-metafases y las ce lulas poliploides. Segu n la clase de aberraciones  es posible inferir  el efecto del agente como  clastoge nico,  aneuge nico o con ambos efectos.  Para calcular la frecuencia de las aberraciones cromoso micas inducidas por elm agente se  suman  todas las aberraciones y los resultados se expresan como porcentajes  AC: ゅAberraciones / などど anafase – telofasesょ xなどど. Micronu cleos: los micronu cleos se forman como resultado de cromatina proveniente de fragmentos o de cromosomas enteros que quedan fuera del sistema de segregacio n durante la interfase siendo los micronu cleos expulsados del nu cleo, por lo tanto  la contabilizacio n de micronu cleos se realiza en ce lulas interfa sicas. La frecuencia de micronu cleos  analizada sobre las ce lulas meristema ticas se expresa como:  Frecuencia de micronu cleos ゅMnょ: N° Mn / などどど nu cleos interfa sicos.  Ce lulas binucleadas. Las mismas se forman cuando esta  bloqueado el proceso de citocinesis y como resultado se forman ce lulas binucleadas. Cuando esta disrupcio n se debe a dificultades en la formacio n de los microtu bulos del fragmoplasto problablemente la afectacio n  del huso produzca ce lulas poliploides.  Las ce lulas binucleadas se contabilizan cada などどど ce lulas totales en cualquier estadí o. Ce lulas binucleadas ゅBnょ: Bn/ などどど ce lulas totales observadas. 
 

1.3.5.2. Daño oxidativo y Disrupción microtubular  

 TBARS ゅumol/mg protょ. Medicio n de las sustancias que reaccionan con el a cido tiobarbitu rico ゅTBARSょ. La concentracio n de TBARS se estimo  mediante el 
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coeficiente de extincio n del complejo MDA-a cido tiobarbitu rico ゅな5は mM-な cm-なょ.  Los resultados se expresan como nmol TBARS / mg proteí nas.  Para metros enzima ticos: Actividad Supero xido dismutasa ゅSODょ.  Estimacio n indirecta de las unidades de SOD por medicio n fotoquí mica de  azul de formaza n, que se puede cuantificar por la lectura de su absorbancia a 5はど nm. Se mide la actividad SOD sobre la base de la capacidad de la enzima para  dismutar al anio n supero xido e inhibir de esta manera la reduccio n fotoquí mica del nitro blue tetrazolium ゅNBTょ ゅo sea la formacio n del azul de formaza nょ. Una unidad de SOD se define como la cantidad de enzima necesaria para inhibir el 5ど % la velocidad de reduccio n del NBT. Los resultados se expresan como  unidades SOD/mg de proteí nasゅU SOD/ mg protょ. Actividad Catalaza ゅCATょ. Dado que el pero xido de hidro geno en solucio n presenta un ma ximo de absorcio n al UV entre にぬど y に5ど nm, su descomposicio n se puede medir espectrofotome tricamente como la disminucio n de la absorbancia en el intervalo experimental ゅChance, なひ5ねょ. Una unidad CAT se define como la cantidad de enzimas que transforman な mmol de (にOに por minuto. Los resultados se expresan como  unidades CAT /mg proteí nas ゅU CAT/ mg protょ.  
 Para metros no enzima ticos.  Contenido de Glutation reducido ゅGS(ょ. El a cido di-tio-nitrobenzoico ゅDTNBょ oxida al GS( generando un compuesto coloreado, el a cido 5 tio-に-nitrobenzoico ゅTNBょ que se monitorea espectrofotome tricamente a ねなに nm.  
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Los resultados se expresan como  milimoles de GS( / mg prot. ゅumol GS( /mg protょ Contenido de A cido asco rbico ゅAAょ y Dehidroasco rbico ゅD(Aょ y relacion AA/D(A   Se mide por el valor de absobancia en 5に5 nm despue s de la incubacio n de な h a ぬば°C y  se refiere a la curvade calibracio n ゅど aなはど nmoles of AAょ. El mismo proceso se aplica al homogenato previamente reducido con などど mM dithiotreitol ゅな h a T° ambienteょ. La concentracio n de a cido monodehidroascorbico ゅD(Aょ se calcula por diferencia entre la absorbancia del homogenato reducido y  no reducido. Los resultados se expresaron como mmol de AA o D(A / mg de proteí na ゅumol AA /mg protょ, ゅumol D(A / mg protょ 
 Disrupcio n microtubular  Las estructuras microtubulares detectadas por inmunolocalizacio n de las  が-tubulinas se discriminan como bandas preprofa sicas ゅBPPょ, husos mito ticos ゅ(Mょ y fragmoplastos ゅFgょ. Se calculan los í ndices a partir de las estructuras totales normales y anormales encontradas cada などどど ce lulas observadas.. El porcentaje de de estructuras ano malas o ausentes  sobre las estructuras totales   observadas.  El í ndice de cada clase de estructura y el porcentaje de estructura anormal de cada clase.    ) ndice  MTN = Estructuras normales/ などどど ce lulas ) ndice MTA= Estructuras ano malas / などどど ce lulas MTA= ゅMT anormales / totalesょ xなどど BPP= BPP/などどど ce lulas totales (M= (M/などどど ce lulas totales Fg= Fg/などどど ce lulas totales 
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% BPPA= ゅBPPanormales/ BPP totalesょ xなどど % (MA= ゅ(M anormales/ BPP totalesょ xなどど  % FgA= ゅFg anormales/ BPP totalesょ xなどど 

 

 

な.ね. )midazoles 

 Los compuestos azo licos son sustancias quí micas sinte ticas constituidas por diferentes anillos feno licos, cuya caracterí stica comu n es la presencia de uno o ma s anillos de cinco elementos en cuya estructura esta n presentes un a tomo de nitro geno y otro que puede ser azufre, oxí geno o nitro geno.  Los compuesto imidazo licos son aquellos que en su estructura quí mica presentan un imidazol, es decir un anillo  aroma tico heterocí clico con dos a tomos de nitro geno y que puede presentar variantes en los sustituyentes segu n el efecto deseado con su aplicacio n.  El imidazol es un anillo planar soluble en agua y solventes orga nicos y se encuentra incorporado en diferentes mole culas de importancia biolo gica como el aminoa cido histidina y la histamina. Diferentes drogas farmacolo gicas conteniendo el anillo imidazo lico presentan aplicaciones bactericidas, antifu ngicas y antiparasitarias ゅGodefroi et al., なひはひょ. La aparicio n del antecesor de los derivados azo licos con capacidad antimicrobiana tuvo lugar en los an os ねど, con las investigaciones sobre benzimidazoles. A partir de este momento, y de forma simulta nea, dos casas farmace uticas: Bayer AG y Janssen Pharmaceutica, investigaron diferentes clases de azoles con aplicacio n clí nica durante los an os 5ど y はど, hasta el aute ntico inicio de la era de los imidazoles que se puede considerar en el an o なひはひ ゅPlempel et al., なひはひょ   
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El principal mecanismo de accio n de los imidazoles fue demostrado por primera vez por Vanden Bossche en なひぱぬ. Este autor comprobo  que concentraciones bají simas de miconazol eran capaces de bloquear la sí ntesis de ergosterol en Candida albicans, lo que producí a la acumulacio n de diferentes なね-a-metil-esteroles a nivel celular. Los imidazoles alteran la composicio n de los esteroles de la membrana fu ngica mediante inhibicio n del citocromo p-ね5ど ゅVanden-Bossche ,なひばぱ; Sonino, なひぱばょ. 
 

な.ね.な. Genotoxicidad del Metronidazol ゅFlagyl®ょ, 

   El metronidazol ゅMTZょ な-ゅhidroxietilょ-に-metil-5-nitroimidazol, es un agente terape utico, utilizado en el tratamiento de tricomoniasis, amebiasis y giardiasis.  Así  mismo, es de uso frecuente, tanto en procesos asociados a bacterias anaerobias como para aumentar la efectividad de radiaciones ionizantes en el tratamiento antitumoral ゅAnderson, なひぱなょ. Su uso se ha descrito como eficiente en combinacio n con agentes alquilantes y  bajo condiciones de hipoxia, ya que incrementa la eficacia terape utica antitumoral de los mismos ゅStratford and Adams なひぱにょ. El MTZ es una de las drogas ma s estudiadas en humanos  y se encuentra aprobada por la ╉US Food and Drugs  Administration ゅFDAょ╊.    
 Las parasitosis son frecuentes en los paí ses tropicales y subdesarrollados, donde existe una poblacio n humana numerosa, susceptible y desfavorecida por las condiciones clima ticas, econo micas y sociales que facilitan la proliferacio n, persistencia y permanencia de las enfermedades parasitarias ゅReyes Romero y Navarro Rojas, なひひぱょ. Los riesgos toxicolo gicos potenciales derivados de la 
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utilizacio n de las drogas indicadas para el tratamiento de estas afecciones, deben considerar su relacio n costo-beneficio, teniendo en cuenta que estas enfermedades infecciosas esta n directamente asociadas a los estilos de vida y a las condiciones de pobreza y marginalidad que favorecen su diseminacio n.  
 El estudio del MTZ y de otros imidazoles cobra importancia en este marco de referencia por su amplio uso y su comprobada utilizacio n como automedicacio n por ser componete de numerosos fa rmacos de venta libre. Dada la naturaleza quí mica del MTZ, su biotransformacio n podrí a seguir ví as oxidativas o reductoras mediadas por el sistema de citocromos P ね5ど. Las primeras, darí an lugar a grupos hidroxi o a cido ace tico por  oxidacio n de la cadena alifa tica. El な-ゅに-hidroxietilょ-hidroximetil-5-nitroimidazol es el metabolito  ma s abundante en la orina de mamí feros acompan ado por el に- metil-5-nitroimidazol-な-il a cido ace tico y な-ゅに-hidroxietilょ-に-carboxil-5-nitroimidazol ゅTempleton, なひばばょ. La ví a reductiva de metabolizacio n esta  asociada con el efecto terape utico de los nitroimidazoles, así  como de otros compuestos con un sustituyente nitro, que origina  una hidroxilamina de corta vida  y posteriormente una amina primaria ゅMuller, なひぱなょ. Al ser  las hidroxilaminas metabolitos que reaccionan con biopolí meros nucleofí licos, los compuestos producidos por la senda reductora en la biotransformacio n del MTZ, son de especial  importancia en gene tica toxicolo gica, dado que se pueden unir covalentemente a varias macromole culas incluyendo la mole cula de ADN. ゅEdwars, なひぱは; Kedderis y Miwa, なひぱぱょ. Otro mecanismo propuesto es aquel que considera que el ingreso del MTZ a la ce lula anaero bica es seguido de la activacio n bioreductiva del mismo y la formacio n de un nitro anio n debido al gradiente de electrones que se genera a trave s de componentes con 
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suficiente potencial redox negativo como para transferirlos.  Este mecanismo  da lugar a  la formacio n de radicales libres, los que dan an el ADN, así  como a otros componentes celulares ゅRaheter y (anel, にどどぬょ.  
 Al revisar la literatura sobre la aplicacio n de monitoreos de corto y largo plazo en poblaciones expuestas terape uticamente al MTZ  se detectan resultados  controvertidos ゅ)ARC, なひばば; Rustia et al., なひばひ; Roe, なひぱぬ, Dobias et al., なひひね; Mudry de Pargament et al., なひひね; Lopez Nigro et al.  にどどぬ; Mudry et al., にどどば; Buschini et al., にどどひょ. Los modelos in vitro en algunos casos evidencian genotoxicidad, segu n diferentes para metros que dan cuenta de alteraciones tanto en la cine tica de la divisio n celular como en la estabilidad cromoso mica. Esto se refleja en trabajos realizados en cultivos de ce lulas C(O ゅMudry  de Pargament et al., なひひねょ, en linfocitos de sangre perife rica ゅElizondo et al., なひひね; Mene ndez et al., にどどに; Lo pez Nigro et al., にどどぬ; Carballo et al., にどどね; Go mez Arroyo et al., にどどねょ y con  Electroforesis de ce lulas individuales o Ensayo de Cometa ゅRodrí guez Ferreiro et al., にどどにょ. En otras publicaciones, se  establecio  una relacio n inversa entre concentracio n plasma tica del MTZ y dan o al ADN, atribuyendo este dan o a un metabolito ゅElizondo et al., なひひは; Mene ndez et al., にどどなょ. Por otra parte, entre los estudios en los que el MTZ puso en evidencia otros resultados, incluso algunos negativos en cuanto a la caracterizacio n de su potencial efecto genoto xico, se encuentran ensayos con lí neas celulares de mamí feros en los que el efecto genoto xico se registro  so lo en condiciones de hipoxia ゅKorbelik y (orvarth, なひぱどょ y ensayos de corto plazo ゅECPょ con linfocitos de sangre perife rica ゅ(artley-Asp, なひばひ; Akiol et al., にどどど; Fahrig y Engelke, なひひばょ. En cuanto a los trabajos desdarrollados en modelos in vivo, estudios de los u ltimos an os realizados en 
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distintas cepas de rato n atribuyen a la accio n del MTZ el aumento significativo de la frecuencia de  micronu cleos ゅAbrevaya et al, にどどね; el-Nahas y el-Ashmawy, にどどねょ. Publicaciones previas atribuyen efectos genoto xicos al MTZ, si bien, en algunos casos, el estudio del mismo esta  condicionado a algu n estadio del desarrollo. En 
Neurospora crassa y en  Saccharomyces cerevisiae, la mutagenicidad se evidencio  so lo en ce lulas vegetativas ゅOng y Slade, なひばぱ; Ong et al., なひばひ; Mhon et al., なひばどょ. El ensayo del letal recesivo en DrosophIla melanogaster no mostro  efecto genoto xico ゅKramers, なひぱにょ sin embargo se encontraron efectos teratoge nicos para el mismo modelo en otros disen os experimentales y con otros ensayos  ゅPalermo et al., にどどねょ.ょ Diferentes pruebas de mutagenicidad en procariontes revelaron efecto mutage nico en bacterias con actividad nitroreductasa, y efecto no mutage nico en las variantes donde esta actividad enzima tica esta  ausente. Esto permitirí a considerar que el MTZ se activarí a cuando se produce la reduccio n metabo lica intracelular mediada por reductasas. ゅW(O, なひぱひ; Adams ,なひひにょ. La mutagenicidad de orina de ratones y humanos tratados con MTZ tambie n  fue demostrada, dado que en mamí feros el ぱど% del MTZ metabolizado se elimina como hidroximetronidazol ゅLoft, なひひどょ, esto concuerda con los resultados obtenidos al analizar en sistemas bacterianos, los  metabolitos oxidados  な-ゅに-hidroxietilょ-hidroximetil-5-nitroimidazol y el に-metil-5-nitroimidazol-な-yl a cido ace tico,  que presentaron mayor potencial mutage nico que el MTZ original  ゅConnor,  et al., なひばば; Voogd et al なひばひょ. El hidroximetabolito del MTZ indujo una relacio n dosis respuesta en el incremento de la frecuencia de  Mn en lí neas celulares con actividad del gen p5ぬ ゅMene ndez  にどどにょ. Estudios en sangre perife rica humana demostraron un incremento en la frecuencia de intercambio de croma tides hermanas ゅ)C(ょ y disminucio n en el í ndice mito tico ゅ)Mょ e í ndice de 



61 
 

replicacio n ゅ)Rょ ゅCcedilelik y  Atescedil, にどどはょ 
 Ante estos hallazgos, diferentes autores refieren que no se puede descartar la carcinogenicidad del MTZ y sus hidroximetabolitos, ya que la mutagenicidad podrí a originar un proceso carcinoge nico en individuos susceptibles. (asta el presente los estudios de carcinogenicidad son contradictorios, si bien, en estudios en animales  se detecta el desarrollo de tumores ante la exposicio n a dosis subto xicas de MTZ. ゅChacko and Bhide, なひぱはょ, no existen evidencias de incremento de riesgo de ca ncer en humanos tratados con dosis terape uticas de MTZ u otros 5- nitroimidazoles. ゅRoe なひぱぬ, Lau et al., なひひに; Tracy y Webster, にどどなょ. 
 

1.4.2. Genotoxicidad del Tiabendazol:   
 

      El  に-ゅね thiazolylょ benzimidazole o tiabendazol  ゅTBZょ es un quí mico utilizado   como antihelmí ntico en medicina humana y veterinaria y como fungicida para el control pre y post cosecha de frutas y hortalizas durante el transporte y almacenamiento  ゅGrover et al. にどどな; Lankas et al., にどどなょ.  Los datos farmacocine ticos indican que el TBZ es absorbido ra pidamente por ingestio n oral y alcanza picos de concentracio n en plasma una hora despue s de ingerido ゅGoodman y Gilman et al., なひひばょ.  
 

  Algunos pesticidas son considerados pro-benzimidazoles ya que si bien no contienen un anillo benzimidazo lico en su mole cula son metabolizados  in vivo a benzimidazoles. La toxicidad del TBZ fue ampliamente estudiada en una variedad de especies. Estos estudios mostraron que el TBZ no evidencio  efectos 
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teratoge nicos ni  fetoto xicos en ratas y conejos ゅRobinson, et al., なひは5; Delatour et al., なひばね; Lankas y Wise, なひひぬょ ni efectos reproductivos en ratas ゅWise et al., なひひねょ.  
 

           El mecanismo de accio n de estos compuestos se basa en la unio n a が-tubulinas libres en el sitio de unio n de la colchicina inhibiendo la polimerizacio n de los microtu bulos e interrumpiendo la mitosis ゅFriedman y Platzer, なひばぱ; Davidse, なひぱは,なひぱば; Lacey, なひひど; (ollomon et al., なひひぱ; (ess y Nakai, にどどどょ. Algunos benzimidazoles mostraron capacidad para inhibir la polimerizacio n de microtu bulos y efectos aneuge nicos in vivo.  Cuando se aplican para tratamiento terape utico de endoparasitosis humanas y animales o como fungicidas, se considera que la unio n a las tubulina  tanto en helmintos como en hongos,  serí a un indicador pobre del potencial efecto aneuge nico en mamí feros. Sin embargo existe una buena correlacio n para esos compuestos en las ce lulas de mamí feros,  entre la inhibicio n de la tubulina y las evidencias de aneugenicidad in vitro y de e sta, con respecto a la aneugenicidad in vivo. Los aneuno genos podrí an ser tambie n clasto genos o producir metabolitos que actu an como clasto genos.  
   Benzimidazoles tales como el Carbendazim o el Benomyl mostraron efectos adversos gene ticos y reproductivos ゅSzabo et al., なひばね; Seiler, なひば5; Delatour  y Richard, なひばはょ. Estos efectos adversos esta n asociados a benzimidazoles que poseen o metabolizan a trave s de carbamatos ゅTocco et al., なひはねょ.  Se sabe que los benzimidazoles carbamato derivados presentan una de bil actividad aneuge nica en ce lulas soma ticas y germinales ゅLankas et al. にどどな; Mailhes et al. なひひばょ.          Los datos de genotoxicidad reunidos hasta la fecha para benzimidazoles son suficientes para explicar los efectos mutage nicos observados. Cinco fungicidas 
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benzimidazo licos fueron ensayados en meristemas de A. cepa para  caracterizar clastogenicidad : benomyl, carbendazim metil-tiofanatot, tiabendazol y fuberidazol. So lo el benomyl y el carbendazim exhibieron efectos clastoge nicos en todos los sistemas con relacio n dosis respuesta ゅSahu, なひぱぬょ. Ma s recientemente el efecto del benomyl fue probado sobre el crecimiento y mitosis en meristemas de raí ces  de A. cepa, encontrando que el mismo ejerce efectos negativos sobre la divisio n celular ゅDane, にどど5ょ.  Dado que el TBZ no pertenece a ese grupo de benzimidazoles se espera que esta mole cula no presente unio n a las tubulinas y esto fuera consistente con la falta de efecto to xico en crecimiento y diferenciacio n de ce lulas cultivadas de embriones de ratas ゅFriedman and Platzer, なひばぱ; Witthaker y Faustman, なひひにょ y en los estudios mencionados  anteriormente.  Sin embargo otros estudios in vitro  atribuyen al TBZ   capacidad de unio n a  が- tubulina,  y efectos disruptores en la formacio n de microtu bulos ゅPrichard, なひひねょ así  como no disyuncio n en ce lulas en divisio n ゅMudry de Pargament et al., なひぱば; Mc.Carrol et al., にどどに, Carballo, にどどはょ. 
 

 

 Diferentes publicaciones ha comunicado el efecto genoto xico  de TBZ sobre sistemas procariontes y eucariontes. Así , se reporto  la induccio n de micronu cleos en me dula o sea de rato n ゅBarale et al., なひひぬ; Marrazini et al., なひひねょ.  Natarajan ゅなひひぬょ  describio  perturbaciones en el aparato mito tico y disturbios en el huso en lí neas C(O,  si bien encontro  que el TBZ induce micronu cleos cinetocoro negativos en fibroblastos humanos indicando aneugenicidad negativa a diferencia de lo observado en  ce lulas Cl-なゅAntoccia et al., なひひなょ.  Otros autores demostraron que no induce micronu cleos en linfocitos de sangre perí ferica humana, con y sin Sひ –
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Mix ゅ(olden et al., なひぱど; Migliore y Neri, なひひな; Van (ummelen et al., なひひ5ょ y no induce micronu cleos en ce lulas Lucに de (amster chino ゅLynch y Parry, なひひぬょ mientras que estudios recientes reportan la induccio n de micronu cleos en linfocitos de sangre perife rica humana para el rango concentraciones de ど,5-5ど ug/ml ゅSantovito et al., にどなどょ. Adler ゅなひひなょ realizo  estudios en medula o sea y espermatocitos de rato n encontrando resultados contradictorios ゅAardema et al., なひひぱょ.  El Ensayo Cometa se utilizo  con ratones ddY y CD-な, a los que se les suministraron dosis orales de TBZ ゅにどど–にどどど mg/kgょ para determinar el dan o al ADN en varios o rganos como el esto mago, hí gado, pulmo n, entre otros, y se encontraron incrementos significativos en la longitud del cometa ゅSasaki et al. なひひばょ. Otros  ensayos in vivo analizaron aberraciones cromoso micas, carcinoge nesis en mamí feros y mutagenicidad en bacterias  ゅLankas et al. にどどな, Tada et al. にどどなょ. Watanabe-Akanuma et al. ゅにどどぬょ no observaron efectos mutage nicos en bacterias expuestas a TBZ, aunque, informaron sobre su capacidad mutage nica cuando es foto activado con luz UV.  Estudios realizados en diferentes modelos concuerdan con  que la genotoxicidad  del  TBZ esta  asociada con la alteracio n del proceso de migracio n de los cromosomas a los polos causado por ausencia o disrupcio n del huso mito tico, evento que puede llevar a aneuploidí a o poliploidí a ゅElhajouji et al., なひひぱ; Tsuiki et al., にどどなょ. Trabajos ma s recientes demostraron que TBZ induce el incremento de la frecuencia de )intercambio de Croma tides (ermanas ゅ)C(ょ en linfocitos de sangre perife rica con y sin Sひ –Mix.  para las concentraciones  5ど y などど ug/ml.  e incrementa significativamente las anormalidades del huso mito tico en ce lulas C(O-Kな. ゅCarballo et al., にどどはょ   
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 A continuacio n se hace referencia a los sistemas en los que se evaluo   el TBZ y los efectos genoto xicos registrados hasta el momento de redaccio n del presente trabajo de Tesis. 
 

Sistema Efecto genotóxico Referencias Levaduras Aneugenicidad Parry y Sors, なひひぬ 

Aspergillus nidulans Aneugenicidad Kappas et al, なひばね 

Rata C-mitotis y mitosis aberrantes Styles et al, なひばぬ. 
 Linea celular C(O Puentes anafa sicos y husos multipolares 

Mudry et al., なひぱば 

Ce lulas embrionarias C(O Disturbios en la segregacio n Natarajan et al., なひひぬ 

Linfocitos humanos Micronu cleos Warret al., なひひぬ 

Oocitos de rato n Micronu cleos Cyt B Lynch y Parry ,なひひぬ 

Espermatocitos de rato n Aneuploidí a Mailhes etal., なひひば 

(epatocitos de rata Aneuploidí a Pacchierotti et al., なひぱに O rganos de rato n Citotoxicidad Leopardi et al., なひひぬ 

Linfocitos humanos Ensayo de cometa positivo Nagatawa y Moore,なひひ5 (ep Gに  humanos Micronucleo Cyt B Sasaky et al., なひひ5 

Lí nea celular linfoblastoide )nduccio n de Cyt Pね5どな Aな Delescluse et al., にどどな 

Lí nea celular linfoblastoide Dan o al ADN Delescluse et al にどどな 

O rganos de Rato n )ncremento en la longitud edl cometa 
Sasaky et al.,にどどに 

C(O )ncremento de los )C( Anormalidades del huso mito tico 
Carballo et al., にどどは 

Linfocitos de Sangre Perife rica (umana 
)ncremento de )C( y CPC Carballo et al., にどどは 
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Estudios recientes sugieren que el TBZ afecta la dina mica de los microtu bulos despolimerizando y alterando el balance entre el conjunto de mono meros de tubulina y microtu bulos polimerizados inhibiendo la sí ntesis de tubulinas por control autoregulatorio ゅPisano et al., にどどど; Carballo et al., にどどはょ. Las estructuras microtubulares son esenciales para una mitosis funcional y esto requiere un perfecto balance entre el ensambaje y desensamblaje de las mole culas de tubulina ゅSammak y Borisy なひぱぱ; Cassimeris et al., なひぱぱょ.  El efecto disruptor microtubular despierta intere s dado el uso terape utico del TBZ y por ser  veneno mito tico que inhibe la polimerizacio n de los microtu bulos, se constituyen en compuestos quí micos de intere s para ser  utilizados en la investigacio n de los  procesos que involucran la formacio n de los microtu bulos  ゅRiffell et al., にどどひょ.   
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OBJETIVOS E HIPOTESIS 

Objetivo general: 

Evaluar el potencial genotóxico de los agentes químicos Metronidazol y 

Tiabendazol  por medio de ensayos realizados en Allium cepa  variedad Valcatorce 

Objetivos específicos: 

1- Evaluar la  información aportada por el sistema de ensayo acerca de los 

mecanismos de acción genotóxica de agentes  químicos  pertenecientes al grupo 

imidazólico.  

2- Ampliar el conocimiento del sistema de ensayo  Allium cepa  como biomonitor 

de toxicidad y genotoxicidad  

3- Aplicar las metodologías de análisis de daño microtubular utilizadas en otros 

modelos, en  A.cepa y generar parámetros de evaluación 

4- Caracterizar y evaluar los posibles daño oxidativo y respuesta antioxidante en el 

sistema de raíz de A. cepa por exposición a MTZ. 

5- Integrar los  nuevos hallazgos sobre efecto genotóxico de compuestos 

imidazólicos en la raíz de A.cepa, con los conocimientos producidos por el grupo de 

investigación en distintos modelos experimentales animales in vivo e in vitro. 
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HIPOTESIS 

HIPÓTESIS 1: 

H0:  El metronidazol (MTZ) en su formulación comercial Flagyl®  no ejerce acción 

genotóxica sobre las células meristemáticas de Allium cepa (Valcatorce)  

Ha: MTZ en su formulación comercial Flagyl®  ejerce acción genotóxica sobre las 

células meristemáticas de Allium cepa (Valcatorce)  

HIPÓTESIS 2: 

H0: MTZ en su formulación comercial  Flagyl®  no produce daño oxidativo ni 

respuesta antioxidante en la raíz de Allium cepa (Valcatorce)  

Ha: MTZ en su formulación comercial Flagyl®   produce daño oxidativo y respuesta 

antioxidante en la raíz de Allium cepa (Valcatorce)  

HIPÓTESIS 3: 

H0:  El Tiabendazol (TBZ) en su formulación comercial Foldan®  no ejerce acción 

genotóxica sobre las células meristemáticas de Allium cepa (Valcatorce)  

Ha: TBZ en su formulación comercial Foldan® ejerce acción genotóxica sobre las 

células meristemáticas de Allium cepa (Valcatorce) 

HIPÓTESIS 4: 

H0 :  TBZ en su formulación comercial Foldan®  no induce daño en los 

microtúbulos de las  células meristemáticas de Allium cepa (Valcatorce) 

Ha  TBZ en su formulación comercial Foldan® induce daño en los microtúbulos de 

las  células meristemáticas de Allium cepa (Valcatorce) 
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ぬ. MATER)ALES Y MÉTODOS 

 

ぬ.な. Materiales  

 

ぬ.な.な. Bulbos de Allium cepa   

 Para el presente trabajo se utilizaron bulbos de cebolla  ゅAllium cepa L.ょ  como modelo experimental en plantas vasculares. En este sistema de ensayo,  los tejidos meristema ticos y de elongacio n, que forman parte de la raí z en crecimiento, se exponen a las sustancias cuyo efecto se desea evaluar, con el fin de analizar indicadores toxicolo gicos, como la elongacio n de la raí z, y  genotoxicolo gicos como la inhibicio n en la divisio n mito tica, alteraciones en la duracio n de las fases del ciclo celular y aberraciones cromoso micas inducidas en anafase-telofase. 
 La utilizacio n de esta especie vegetal  como modelo experimental,   presenta como ventajas la disponibilidad del material de estudio, su bajo costo y la baja complejidad de su implementacio n ゅGrant, なひぱにょ. Otras caracterí sticas de intere s esta n relacionadas con la posibilidad de exposicio n directa del a pice, un  tejido altamente proliferante que mantiene intactos los procesos celulares y se constituye como un modelo in vivo y como tal, corresponde al  Nivel ぬ de ana lisis de genotoxicidad ゅMudry y Carballo, にどどはょ.  
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ぬ.な.な.な. Procedencia de los bulbos  

 La cebolla ゅAllium cepa L.ょ es una especie cultivada en Argentina en San Juan, Mendoza y sur de Buenos Aires. Taxono micamente, pertenece a la familia de las Lilia ceas y como caracterí stica de comercializacio n, representa el なは% de las exportaciones de hortalizas. Como particularidades de su fisiologí a, la cebolla cumple un ciclo bienal,  forma el bulbo en el primer an o y florece en el segundo. Los bulbos, despue s de cosechados y antes de su acondicionamiento, se seleccionan de acuerdo a las caracterí sticas de la variedad en cuanto a la forma, el color, el taman o y la sanidad. La conservacio n en cantidad despue s de la cosecha se puede hacer a campo o en depo sitos techado en contenedores ゅGaviola, なひひばょ 
 El valle bonaerense del Rí o Colorado es la principal zona productora de cebolla de la Argentina. La bulbificacio n es inducida por la interaccio n entre el largo del dí a y la temperatura, y esta interaccio n determina los lí mites de adaptacio n para las diferentes variedades.  El fotoperí odo es el factor ma s importante en la formacio n del bulbo, de este modo las variedades se pueden clasificar como de dí a corto, intermedio o largo.  Las de dí a corto corresponden a la ╉valencianita╊, las de intermedio a la ╉torrentina╊ y las tardí as a las ╉valencianas╊, entre e stas se destaca la variedad ╉valcatorce╊ que es una variedad de dí a largo. Para bulbificar necesita una duracio n del dí a de ma s de なは horas. Esta variedad abarca el ひど % de la superficie cultivada en la Argentina. El resto se reparte entre  ╉cobriza╊ )NTA, ╉valuno╊ )NTA  y ╉grano de oro╊ ゅ)zcovich, なひひひょ.  La variedad ╉valcatorce╊ ゅFig. なょ fue desarrollada originalmente en la regio n cuyana. Es el cultivar que se comporta ma s satisfactoriamente en cuanto a rendimiento y en 
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conservacio n post-cosecha ゅGalmarini, なひひばょ. 
 En el presente trabajo de Tesis se utilizo  la variedad  ╉valcatorce╊ desarrollada por el )NTA, por ser la de mayor disponibilidad, rendimiento y conservacio n post-cosecha en el perí odo comprendido  entre abril  y septiembre de cada an o y en el que se realizaron los experimentos de laboratorio.  
 

  Fig.な Cosecha de bulbos ╉valcatorce╊ en el valle del rí o Colorado ゅEscala な:に5ょ 
 

ぬ.な.な.に. Conservación del material 

   Los bulbos utilizados en este disen o experimental, correspondieron a la cosecha de cada an o en curso ゅにどどね, にどど5, にどどは y にどどばょ. Los mismos se recibieron entre marzo o abril de cada an o provenientes de cultivares del sudeste de la provincia de Bs. As. Una vez recibidos, los bulbos se conservaron en heladera a ね°C hasta su utilizacio n dentro del mismo perí odo anual. 
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ぬ.な.に. Agentes químicos evaluados 

 Para el desarrollo de las investigaciones del presente trabajo de Tesis se utilizaron  las siguientes formulaciones  farmaceu ticas  y comerciales conteniendo principios activos y excipientes.  
-Flaglyl ®  suministrada por  Lab. Phrone-Poulenc Rorer ゅMTZ 5どど mg, Excipients c.s.ょ. Principio activo: Metronidazol  ゅな-ゅhidroxi-etilょ-に-metil-5-nitroimidazolょ. Fo rmula quí mica:  Cは(ひNぬOぬ.  Peso molecular: なばな,な5. CAS RN ねねぬ-ねぱ-な. 
-Foldan® suministrado por laboratorios  Andro maco ゅTBZ 5どど mg, Excipientes c.s.ょ.  Principio activo: Tiabendazol;  ゅに-ゅtiazol-ね-ilょ-benzimidazolょ.  Fo rmula  quí mica: Cなど(ばNぬS. Peso molecular:  にどな.に. CAS RN ねぱ-ばひ-ぱ.   
-Azzurro®  suministrado por laboratorios Chemiplant ゅzineb ばど%, excipientes ぬど%ょ Principio activo: zineb; etilen-bis-ditiocarbamato de zinc. Fo rmula quí mica: Cね(はNにSねZn.  Peso molecular: にば5.ばぱ. CAS RN なに なにに-はば-ば. Se utilizo  para la puesta a punto de la te cnica de inmunolocalizacio n de microtu bulos. 
 

ぬ.な.に.な. Solvente  

 

-Dimetil sulfo xido, suministrado por Laboratorios Baker. ゅDMSOょ.  Fo rmula quí mica: Cに(5SO Peso molecular: ばぱ,なぬ CAS RN: はば-はぱ-5. Se utilizo  como solvente para vehiculizar los compuestos a evaluar. 
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ぬ.な.に.に. Control negativo 

 Para todos los experimentos, el control negativo fue el agua utilizada para realizar las diluciones de los compuestos  que consistio  en agua corriente filtrada con filtros SPA ®. 
 

ぬ.な.に.ぬ. Control positivo 

 

-Grisovin® suministrado por laboratorios  Glaxo ゅTBZ 5どど mg, Excipientes c.s.ょ. Principio activo: griseofulvina: a cido-に- ゅacetiloxiょ benzoico. Fo rmula quí mica: Cなば(なばClOは. Peso molecular: ぬ5に,ばは g/mol CAS RNなには-どば-ぱ utilizada como control positivo en los ensayos con TBZ por su demostrado efecto como disruptor microtubular e inductor de aberraciones cromoso micas. 
 

ぬ.な.ぬ. Colorantes para cromosomas  

 

-Orceí na ace tica  
-Orceina BioPack. ゅCAS Nº なねどど-はに-どょ. Diclorhidrato de ね',は-diamidino 

-に-fenilindol ゅDAP)ょ, Merck. 
-)oduro de propidio, Sigma  
-Medio de montaje con ╉antifading╊  ゅVectashield mounting medium (などどど Vector Laboratories, Burlingame , CA, USAょ. 
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ぬ.な.ね. Anticuerpos anti β-tubulina  

-Fluoresceina isocianato ゅF)TCょ conjugado con anticuerpo monoclonal anti が- tubulina, Sigma  
 

ぬ.な.の. Reactivos para medición de daño oxidativo 

 

-)nhibidores de la proteasa benzamidina ど,に mM y fenil-metil-sulfonil-fluoruro ゅPMSFょ ど,5 Mm 

-buffer fosfato 5どmM, p( ば-ぱ, metionina なぬmM, EDTA ど,なmM.   -Actividad supero xido dismutasa ゅSODょ: Nitro Blue Tetrazolium NBT. 
-Actividad catalasa ゅCATょ: pero xido de hido geno. Fo rmula quí mica: (にOに. 
-Glutatio n reducido ゅGS(ょ: 5, 5-dithiobis に-a cido nitrobenzoico ゅDTNBょ. 
-Peroxidacio n lipí dica ゅTBARSょ: a cido tiobarbitu rico ゅTBAょ. 
-A cido Ascorbico y dehidroasco rbico ゅASC, D(Aょ: a cido tricloroace tico, a cido ortofosfo rico, ゎ,ゎ´-dipiridil, cloruro fe rrico. 
 

ぬ.な.は. Fijadores  

 Fijador para tincio n esta ndar:  
-A cido ace tico glacial, Merck ゅCAS N°: はね-なひ-ばょ. Fo rmula quí mica: C(ぬCOO(/Cに(ねOに. Peso molecular: はど,な. 
-Etanol, Merck ゅCAS N° はね-なば-5ょ. Fo rmula quí mica: C(ぬC(にO(. Peso molecular: ねは,な. 
-Fijacio n para inmunolocalizacio n ゅp (= ぱ,にょ 
-Para-formaldehí do, Merck ゅCAS N° CAS ぬど5に5-ぱひ-ねょ. Fo rmula quí mica: ゅC(にOょn 
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Peso molecular: ぬど 

 

ぬ.な.ば. Tampones  

 

-Buffer estabilizador de microtu bulos ゅMSBょ ゅ)nmunolocalizacio nょ 
-P)PES Piperazine.な, ね-bis ゅa cido etanosulfo nicoょ, な.5 Sodio. Merck ゅCASN° 5はに5-ぬば-はょ. Fo rmula quí mica:  Cぱ(なぱNにOはSに. Peso molecular: ぬどに,ぬ5. 
-EGTA a cido etilenglicol-bis-ゅが-aminoetiょ tetraace tico ゅCAS No.: はば-ねに-5ょ Fo rmula quí mica: Cなね(にねNにOなど. Peso molecular: ぬぱど,ぬ5 

-Sulfato de magnesio    
-Buffer para homogenatos ゅdan o oxidativoょ 
-Fosfato de Sodio ゅCAS N°ば55ぱ-ばひ-ねょ. Fo rmula Quí mica: Naに(POね.Peso Molecular: なねな,ひは EDTA. A cido etilendiaminotetraace tico ゅCAS N°はど-どど-ねょ. Fo rmula Quí mica: Cなど(なはNにOぱ.  Peso Molecular: にひね 

 

 

ぬ.に. MÉTODOS 

 

ぬ.に.な.  Cultivo  de bulbos de Allium cepa Valcatorce 

      Los bulbos de Allium cepa Valcatorce fueron utilizados para inducir el crecimiento de las raí ces adventicias que surgen del primordio ubicado en el disco inferior de los mismos.  Para los ensayos se eligieron bulbos de taman o parejo y pequen os.   Como ma ximo se sumergen en el lí quido La に/ぬ partes inferiores del 
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bulbo. El ingreso de agua a las ce lulas del primordio induce  el crecimiento de raí ces adventicias. Estas raí ces crecen en el medio lí quido que puede ser suplementado con agentes quí micos o mezclas complejas para evaluar el efecto sobre  varios aspectos relacionados con el proceso de crecimiento. El crecimiento de la raí z se produce por la contribucio n de  に procesos. La divisio n celular que ocurre en la regio n meristema tica de la raí z que es el extremo distal con respecto al bulbo y la elongacio n de las ce lulas que  se originan a partir de las meristema ticas formando en la regio n proximal contigua a la meristema tica la zona de elongacio n. En la regio n proximal al bulbo la raí z presenta ce lulas ma s diferenciadas. Los aspectos evaluados por la exposicio n de agentes son la inhibicio n de la elongacio n de la raí z considerado un para metro macrosco pico e indicador de toxicidad  y los cambios citolo gicos y citogene ticos, por efectos sobre la divisio n celular, para metros microsco picos indicadores de genotoxicidad. La exposicio n se realizo  siempre despue s de permitir el surgimiento de las raí ces hasta aproximadamente な cm ゅにね horas, para asegurar que el bulbo produjera raí cesょ. Una vez finalizada la exposicio n de las raí ces, las mismas se utilizan como sistema de estudio. 
 

ぬ.に.な.な. Condiciones de cultivo 

 Las condiciones  en que se realizaron los cultivos se determinaron a partir de los me todos  de  la literatura. La metodologí a para el suministro de oxí geno y el tiempo de exposicio n se determinaron despue s de realizar ensayos para  estudiar la variacio n de oxí geno durante el crecimiento de las raí ces en funcio n de la necesidad de aportar aire exterior. El tiempo de exposicio n se determino  poa partir de estimar el tiempo que 
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transcurre en un ciclo celular para las ce lulas meristema ticas de A. cepa var. Valcatorce.  
 

ぬ.に.な.に  Condiciones de temperatura y p( 

                La temperatura es un factor condicionante para los procesos biolo gicos y en el caso de la divisio n celular, es sabido que  dentro de cierto rango fisiolo gico no interfiere en los procesos aunque puede modificar la velocidad del ciclo.  En diferentes estudios se intento  establecer la duracio n del ciclo celular en Allium 

cepa, para diferentes valores de la temperatura ゅNuti Ronchi y Arcara, なひはば; Lo pez Sa ez et al, なひはは; Matagne, なひはぱょ sin embargo los resultados hallados hasta la redaccio n de este trabajo de Tesis, no son conclusivos y las diferencias tambie n pueden ser explicadas por otros factores relacionados con las condiciones experimentales. Durante el desarrollo de la presente Tesis se mantuvieron las condiciones de temperatura entre にに y にぬ °C. Durante los ensayos, el p( se mantuvo cercano a  ば y el mismo se  midio  y controlo  con Ph metro Checker® ゅ(anna instrumentsょ. 
 

ぬ.に.な.ぬ. Condiciones de luz-oscuridad               Durante el tiempo en que transcurrieron los ensayos, los bulbos de cebolla se mantuvieron en una estufa de cultivo que funciono  como ca mara oscura, con el fin de no interferir con el crecimiento de las raí ces. 
 

 



80 
 

ぬ.に.に. Acondicionamiento y exposición de los bulbos. 

             Para todos los experimentos realizados, los bulbos fueron preparados quitando las cata filas exteriores y las raicillas del disco de  crecimiento evitando dan arlo. Una vez enjuagados por な hora con abundante agua corriente,  se colocaron en los recipientes conteniendo agua filtrada con el objetivo de estimular el crecimiento de las raí ces durante にね hs. Al finalizar este perí odo se eligieron los bulbos de cada recipiente que cumplieran con la condicio n de haber comenzado el crecimiento de las raí ces y que e stas tuvieran una longitud pareja entre ど,5 y な cm. Para el crecimiento de las raí ces a partir de los bulbos se disen aron recipientes de vidrio en forma de cubeta de  5どど cmぬ de capacidad. Los recipientes se colocaron en una estufa de cultivo  にぬ °C en la que se colocaron など  bocas de suministro de aire. Ambas se conectaron  por un orificio  a  に compresores ubicados en el exterior de la ca mara.  Por este medio se suministro  aire a cada recipiente por burbujeo continuo. ゅFig. にょ.  

 Fig に. Vista interior de la estufa que opero  como ca mara oscura donde se observan los bulbos de Allium cepa en las cubetas de cultivo con las respectivas bocas de aireacio n individuales ゅescala な:ばょ 
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ぬ.に.ぬ. Preparación de las soluciones ゅmuestras y controlesょ 

                   Un comprimido conteniendo 5どど mg de MTZ ゅFlagyl®ょ, TBZ ゅFodan®ょ o GSF ゅGisovin®ょ   fue diluido en など ml de DMSO para preparar la solucio n madre a partir de la cual se realizarí an las diluciones de los agentes quí micos a evaluar.  Las diluciones se realizaron con  agua filtrada que se utilizo  como control negativo. Se prepararon concentraciones  de  など, 5ど, などど, に5ど y 5どど ug/ml. Las mismas se seleccionaron en base a trabajos previos en otros modelos ゅRodriguez Ferreiro et al., にどどに; Lopez Nigro et al., にどどぬょ. La concentracio n ma xima del solvente DMSO en las soluciones de ensayo alcanzo   el な% . Se utilizo  esa concentracio n para el control del solvente.  
                Para la puesta a punto de la te cnica de inmunolocalizacio n de tubulinas se utilizo  la formulacio n de Zineb ゅAzurroょ な ug/ml y など ug/ml, como referencia a las concentraciones previamente utilizadas para el ana lisis en ce lulas de cultivo C(O en la Ca tedra  de Citologí a de la Universidad de la Plata, lugar donde se puso a punto la te cnica de marcado con anticuerpos contra が-tubulina.  Para preparar las soluciones de Azzurro ゅconcentracio n aproximada de Zineb ばど% p/pょ se disolvieron など mg de la formulacio n en な ml de DMSO y se realizaron las diluciones  hasta alcanzar las concentraciones  な  y など ug/ml de Azzurro. 
 

 

ぬ.に.ね. Disponibilidad de oxígeno en las condiciones de cultivo 

                  El porcentaje de saturacio n del oxí geno disuelto depende de la 
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temperatura del agua. La presencia de algunos minerales en una solucio n reduce la solubilidad de los gases debido a que las sales disueltas en agua reducen los espacios intermoleculares disponibles para la disolucio n del oxí geno.   Los valores de solubilidad del oxí geno obtenidos  en las condiciones de cultivo a la temperatura de trabajo, se encuentran condicionados por el suministro de aire, la salinidad de la muestra y el consumo biolo gico. Para garantizar la disponibilidad del oxí geno se han propuesto dos me todos. La aireacio n permanente o el recambio de la solucio n de trabajo cada にね hs. Con el fin de evaluar la eficacia de ambas  metodologí as de suministro de oxí geno, se procedio  a colocar los bulbos durante にね horas con aireacio n constante y posteriormente, se procedio  a retirar la aireacio n so lo a un grupo de bulbos. A partir de ese momento se midio   la concentracio n de oxí geno con un oxí metro (なひなねぬ (anna ® portable electronic meters, durante el tiempo que transcurrio  el experimento a partir del inicio del ensayo. Dado que en el transcurso de las にね hs, la deplecio n de oxí geno fue muy elevada en los grupos de bulbos sin aireacio n, se decidio  utilizar la aireacio n constante como me todo de suministro de oxí geno para todos los experimentos.  
 

ぬ.に.の. Determinación de la duración del ciclo celular  

                   El ciclo celular en Allium cepa determinado por Gonza lez Ferna ndez en なひはは es de なぬ,5 hs, la duracio n de la interfase en esas ce lulas es de なな,に hs y la mitosis de に,ぬ hs, con la  profase de はね min, la metafase de なぱ min, anafase de なぬ min  y telofase de ねに min  de duracio n. Estos valores pueden variar dependiendo de factores tales como la temperatura de cultivo, la disponibilidad de oxí geno del medio y la presencia de agentes to xicos. Para el disen o de los experimentos 
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desarrollados en este trabajo de Tesis fue necesario conocer el tiempo aproximado del ciclo celular en la variedad utilizada para luego poder establecer el tiempo de  la exposicio n de las raí ces a los agentes en estudio. Para establecer la duracio n del ciclo celular en las ce lulas de Allium cepa variedad ╉valcatorce╊ se utilizo  el me todo de marcacio n por inhibicio n de la citocinesis con cafeí na desarrollado por Gime nez Martin en なひは5. El cara cter  binucleado es la condicio n de marcado de estas ce lulas. Los bulbos de Allium cepa se pusieron a germinar en agua corriente filtrada con aireacio n continua y a にぬ °C durante にね horas, tiempo en el que  las raí ces alcanzaron una longitud aproximada de な cm. Posteriormente, se agrego  una solucio n de cafeí na 5 mM ゅど,な%ょ obtenida de una solucio n stock などx. Las raí ces se expusieron durante な hora a la cafeí na.  La concentracio n de cafeí na utilizada indujo la inhibicio n irreversible de la citocinesis, sin presentar efectos adversos ni detener el ciclo celular. El momento de accio n de la cafeí na representa el な% de la duracio n total del ciclo y tiene lugar en la telofase tardí a. La observacio n del tejido meristema tico tratado permite seguir las ce lulas binucleadas hasta que las mismas vuelvan a ingresar a la mitosis y de este modo se obtiene el tiempo de duracio n del ciclo celular. A la estimacio n realizada se le sumaron dos horas considerando que las exposiciones pueden retrasar el ciclo celular. 
 

ぬ.に.は. Evaluación  de toxicidad  

                  Para la evaluacio n de toxicidad se siguio  el protocolo propuesto por Fiskesjo ゅなひぱ5, me todo )ょ. El mismo consistio  en dejar crecer las raí ces expuestas con los compuestos  a evaluar  y dos  grupos que se dejaron crecer en agua ゅcontrolょ  y  solucio n con solvente dimetilsulfo xido al な% durante ばに horas 
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respectivamente.  La inhibicio n en el crecimiento es indicador de toxicidad para los procesos involucrados en el mismo. La evaluacio n de toxicidad permite seleccionar las concentraciones para la evaluacio n de genotoxicidad ya que aquellas concentraciones que inhiben el crecimiento de las raí ces en ma s del 5ど % con respecto al control son descartadas para dicho ana lisis.   
 

ぬ.に.は.な. Medición de las longitudes   

          Una vez que Los bulbos se retiraron del recipiente las raí ces fueron medidas tomando にど  raí ces de cada bulbo y  calculando el promedio por concentracio n. Otra forma de medir las raí ces es tomando la medida del ╉mecho n╊ de raí ces de cada bulbo para cada concentracio n. La inhibicio n del crecimiento se relativiza con el crecimiento de las raí ces expuestas al control tomando e ste como el などど%. A partir del porcentaje de inhibicio n del crecimiento se establecio  la concentracio n efectiva  5ど ゅCE 5どょ como la concentracio n que presenta valores por debajo del 5ど % de los valores observados en el control.  
 

ぬ.に.ば. Evaluación de genotoxicidad 

          Para la evaluacio n de genotoxicidad,  la exposicio n de las raí ces a los agentes estudiados correspondio  a dos ciclos de divisio n. En cada recipiente se colocaron 5 bulbos con el disco del primordio sumergido en agua. Una vez finalizada la exposicio n, las raí ces se cortaron  con una longitud de aproximadamente に cm desde el a pice y se  fijaron en ぬ partes de etanol absoluto y な parte de a cido ace tico, durante にね hs, en heladera. Posteriormente se transfirieron a  una solucio n de 
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etanol ばど% hasta el momento de la realizacio n de preparados.  El efecto genoto xico de cada agente a evaluar se midio  a trave s de la cuantificacio n de indicadores de alteraciones inducidas en el ciclo celular, dan o cromoso mico y anormalidades en la segregacio n de las croma tidas  y de la citocinesis. Los biomarcadores vinculados a dichos eventos son los siguientes:  Alteraciones en el ciclo: )nhibicio n del í ndice mito tico. Alteraciones en los í ndices de fase.  Dan o cromoso mico o clastoge nesis: Fragmentos ace ntricos, puentes anafa sicos o telofa sicos, anillos, micronu cleos. Anormalidades en la segregacio n de las croma tides y citocinesis: Cromosomas rezagados, C-metafases, poliploides, (usos tripolares o multipolares, Anafases desorganizadas, Micronu cleos, Ce lulas binucleadas , Minice lulas. 
 

ぬ.に.ば.な. Obtención de preparados  

          Las raí ces se colocan durante など minutos en una solucio n de a cido clorhí drico な N, para disgregar la pared celular y permitir el ingreso del colorante al interior de la ce lula. Al finalizar la digestio n de la pared celular se separa el a pice de la raí z y se coloca sobre un portaobjetos con  una gota de orceí na ace tica. Con aguja de diseccio n se disgrega el material y se coloca un cubre objetos aplicando la te cnica de aplastado. Para la observacio n de las ce lulas se utiliza microscopio de campo claro  en ねどど y などどど aumentos ゅLeica DMLBょ. 
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ぬ.に.ば.に. Determinación del índice mitótico y de fases  

 El í ndice mito tico ゅ)Mょ se calculo   como el nu mero de ce lulas en divisio n cada などどど ce lulas totales observadas.  Los í ndices de fases ゅP, M, A, Tょ  se calcularon como el nu mero de ce lulas en cada fase / ce lulas totales en divisio n. 
 

ぬ.に.ば.ぬ. Determinación de la frecuencia de Micronúcleos  

            Los Micronu cleos pueden ser considerados como  aberraciones de los nu cleos interfa sicos y se calcularon como nu mero de micronu cleos sobre などどど nu cleos interfa sicos.  Las minice lulas y las yemas nucleares ゅ del ingle s,╊ nuclear 

bud╊ o ╉Buds╊ょ fueron contabilizados de la mima forma en el casos de haber sido observados. 
 

ぬ.に.ば.ね. Determinación de la frecuencia de aberraciones cromosómicas  

        Aberraciones anafase –telofase: Se calcularon las frecuencias de cada uno de los indicadores de dan o cada などど anafases – telofases, expresando los resultados como porcentaje de mitosis anormales totales. Las ce lulas binucleadas, dado que se pueden observar en interfase o en divisio n, se calcularon sobre などどど ce lulas totales observadas.  
 

ぬ.に.ぱ. Análisis de daño microtubular en células expuestas a  TBZ  
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                    Una vez finalizada la exposicio n a TBZ, siguiendo el mismo protocolo aplicado para evaluar la genotoxicidad, las raí ces fueron fijadas durante  ね5 minutos a temperatura ambiente  en una  preparacio n de  para-formaldehido al ね%  en tampo n  estabilizador de microtu bulos ゅMTBSょ.  
 

ぬ.に.ぱ.な. Obtención de los preparados  

         Finalizada la fijacio n, se realizaron ぬ lavados de ね5 minutos en MTBS,  se quito  todo el volumen posible del buffer con pipeta de de にどど ul cuidando de no dan ar los a pices y se an adieron など ul de mezcla de enzimas durante にど minutos a ぬばª C, para digerir la pared celular.  La mezcla enzima tica se compone de dos soluciones: Solucio n A: Celulasa に% P/V – Pectinasa にど % V/V en MTBS. Solucio n B: Celulasa Ozonuka に% P/V – Pectinasa にど % V/V en MTBS. Para preparar la solucio n de trabajo: se colocan ね partes de solucio n A y な parte de solucio n B. Seguidamente,  se realizan ぬ lavados de 5 minutos cada uno en MTBS. Se coloca el material sumergido en MTBS en hielo y se separan los a pices para el aplastado sobre portaobjetos. Se coloca el cubreobjetos y se repiquetea sobre el mismo aplasta ndolo con papel absorbente. Posteriormente se coloca en hielo seco hasta su congelamiento y  se hace saltar el cubre con un bisturí . Una vez descongelado se coloca en un vaso de Koplin con MTBS para evitar la formacio n de los cristales de hielo. 
 

ぬ.に.ぱ.に. )nmunolocalización de tubulinas  

         Los portaobjetos conteniendo las ce lulas se colocaron en metanol ゅMerck K 
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GaA, Darmstad, Germanyょ  a -にど°C° para su fijacio n. Seguidamente, se realizaron に lavados  de な5 min en MTBS. Para la marcacio n, las ce lulas fueron incubadas con el anticuerpo monoclonal antitubulina conjugado con F)TC. El anticuerpo se diluyo  な:5ど  en MTBS conteniendo ぬ % de albu mina bovina ゅSigmaょ.  Se colocan 5ど ul del anticuerpo en cada  preparado. Se les coloca un cubreobjetos y se deja incubando en estufa ,en oscuridad, a ぬばª durante ぬ horas. Al finalizar la incubacio n, , se quita con cuidado el cubreobjeto y se realizan lavados con MTBS de 5 min cada uno.  Para la contratincio n de la cromatina, los preparados se colorearon con )oduro de propidio ゅど,な ug/ml, など minutos, Sigmaょ en la primer serie de experimentos y en  las siguientes, con solucio n DAP) に,5 mg/ml. con el colorante diluido al  ど,ど5 % V / V. 
 

ぬ.に.ぱ.ぬ. Determinación del daño microtubular 

             Se analizaron las siguientes estructuras microtubulares: Bandas preprofa sicas ゅBPPょ,  husos mito ticos ゅ(Mょ y fragmoplastos ゅFgょ. Se registro  la presencia de estructuras normales y anormales ゅentre ellas ausentes o no formadasょ. Como figuras anormales se consideraron los husos mito ticos incompletos o desorientados, husos tripolares,  bandas preprofa sicas incompletas, fragmoplastos no conformados o ausentes y figuras aberrantes en las que los microtu bulos se encontraran sin una clara morfologí a. Los registros se realizaron sobre などどど ce lulas. 
 

ぬ.に.ひ.  Respuesta al daño oxidativo en células expuestas a MTZ.  
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                     Las ce lulas expuestas a に5ど ug/ml de MTZ se sometieron a estudios de dan o oxidativo y respuesta antioxidante. Esta concentracio n se eligio  por ser la ma s alta que se utilizo  para los estudios de evaluacio n de genotoxicidad de MTZ.   
 

ぬ.に.ひ.な. Obtención de los homogenatos  

                     Una vez finalizada la exposicio n las raí ces tratadas con MTZ y las no tratadas, fueron cortadas en piezas de に mm para obtener la zona meristema tica y la zona de elongacio n separadamente. El tejido para la preparacio n de cada homogenato fue pesado hasta alcanzar にどど mg. Los  tejidos fueron colocados en tubos co nicos descartables de にmlゅEppendorfょ ゅque fueron mantenidos  permanentemente en hieloょ con buffer fosfato  5ど mM a p( ば conteniendo な mM de EDTA. Como inhibidores de proteasas se utilizaron benzamidina ど,に mM y PMSF ど,5 Mm. El tejido fue macerado durante にど minutos y el extracto fue centrifugado con centrí fuga refrigerada a ねªC en ぱどどど rpm durante にど minutos. Al sobrenadante se le agregaron inhibidores de la proteasa:  benzamidina ど,に mM y fenil-metil-sulfonil-fluoruro ゅPMSFょ ど,5 mM. Los sobrenadantes se utilizaron como fuente enzima tica.  
 

ぬ.に.ひ.に. Determinación de indicadores de daño oxidativo no 

enzimáticos. 

                   Para la medicio n del dan o oxidativo se utilizaron como marcadores no enzima ticos el contenido de malo ndialdehido ゅMDAょ mediante la te cnica del TBARS, sustancias que reaccionan al a cido tiobarbitu rico ゅVavilin et al.,なひひぱょ, los 
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niveles de glutatio n ゅGS(ょ, por reaccio n con el a cido di-tio-nitrobenzoico ゅDTNBょ ゅAnderson, なひ5ぱょ y  el contenido de a cido asco rbico ゅAAょ que se estima usando el me todo de bipiridil  ゅKnorzer et al., なひひはょ y dihidroasco rbico ゅD(Aょ por medio de la reduccio n a a cido asco rbico por incubacio n con a cido ditiotreitol ゅOkamura, なひぱどょ. Como marcadores enzima ticos se utilizaron la actividad Supero xido Dismutasa ゅSODょ dada la capacidad de inhibir la reduccio n fotoquí mica del NBTゅnitro blue tetrazoliumょ ゅBeauchamp y Fridovich, なひばなょ y la actividad Catalasa ゅCATょ que se mide por el incremento en la concentracio n de (にOに  por registro de absorbancia en にねど nm ゅClaiborne, なひぱ5ょ. El contenido de proteí nas solubles totales se midio  por el me todo de Bradford ゅなひばはょ, utilizando albu mina se rica bovina como esta ndar. Los resultados se expresaron como microgramos de proteí na por ml de homogenato. 
 Determinacio n de pero xidos lipí dicos 

       Los productos de la oxidacio n de a cidos grasos poliinsaturados ゅpero xidos de lí pidosょ reaccionan con el a cido tiobarbitu rico en medio a cido a temperatura, para dar malondialdehido ゅMDAょ, compuesto coloreado ゅrosadoょ que se puede medir espectrofotome tricamente por su pico de absorcio n a 5ぬに nm  ゅJanero, なひひどょ. ななg del sobrenadante obtenido del homogenato total fue mezclado con una solucio n de a cido tiobarbitu rico ゅTBAょ seguido de incubacio n a ひ5 - などど ºC durante な5 min. Cuando se enfrio , la mezcla de reaccio n fue centrifugada y se determino  la absorbancia del sobrenadante en  5ぬ5 nm. La concentracio n de TBARS fue estimada usando el coeficiente de extincio n del complejo MDA–a cido tiobarbitu rico. 
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  Determinacio n del contenido de Glutatio n reducido ゅGS(ょ  
          Se determino  el contenido de glutatio n reducido  mediante el me todo de Anderson ゅなひぱ5ょ en presencia de a cido di-tio- nitrobenzoico ゅDTNBょ.  Dado que  にGS( +DTNB  ⟶ GSSG +TNB  donde el DTNB oxida al GS( generando un compuesto coloreado, el TNB ゅtio-nitrobenzoicoょ, que se monitorea a ねなに nm. El homogenato  celular se desproteinizo  utilizando a cido sulfosalicí lico al など% durante ぬど min y  luego se centrifugo  durante など min a ぱどどど rpm. En cada tubo se colocaron ぱど uL de muestra, ぬぬ5 uL de a cido 5, 5-dithiobis に-a cido nitrobenzoico y 5ぱ5 uL de buffer fosfato de Sodio ど,なねぬM, a p( ば,5, conteniendo は,ぬ mM de EDTA. Las muestras se incubaron durante ぬど min a temperatura ambiente y se leyo  la absorbancia a ねなに nm. Para determinar el contenido de GS( reducido en las muestras se utilizo  una curva esta ndar. Los resultados se expresaron como nmol GS( por mg de proteí nas 

 Determinacio n de acido asco rbico ゅAAょ y dihidroasco rbico ゅD(Aょ 
                        El contenido de AA fue estimado utilizando el me todo de dipiridil. Muestras de homogenato fueron preincubadas en ど,5 mM de ditiotreitol ゅDTTょ para reducir el D(A y posteriormente medir el AA total. La concentracio n de D(A fue estimada por diferencia entre el valor de AA obtenido despue s de la preincubacio n con DTT menos el contenido de  AA medido sin preincubacio n con DTT.  
 



92 
 

ぬ.に.ひ.ぬ. Determinación de indicadores de daño oxidativo enzimáticos. 

 Supero xido dismutasa ゅSODょ  
 Se determino  la actividad SOD midiendo la habilidad para inhibir la reduccio n del Nitro Blue Tetrazolium ゅNBTょ mediante la utilizacio n de la te cnica de Beauchamp y Fridovich, なひばな. El ensayo consiste en generar anio n superoxido ゅOに-ょ a partir de la reduccio n de riboflavina y mediante el NBT, detectar el radical a trave s de una reaccio n colorime trica que se puede cuantificar a 5はど nm. 
 Riboflavina + luz⟶Oに - + NBT  Azul de formaza n ゅcolor azulょ Oに - + Oに - + に(+  ⟶   (にOに +Oに 

                                   SOD              Se midio  la actividad enzima tica sobre la base de la capacidad de la enzima para inhibir la reduccio n de la fotoquí mica nitroblue tetrazolio ゅNBTょ. Se agrego  buffer fosfato 5どmM, p( ば,ぱ, metionina なぬmM, EDTA ど,なmM, NBT y ど-ぱ uL ゅど, に, ね y ぱょ de extracto enzima tico. Por u ltimo se agregaron ねは uL de riboflavina, llega ndose a un volumen final de ぬmL. Los tubos se mezclaron y se colocaron a ぬど cm de に tubos fluorescentes de な5W durante な5 minutos. Luego se procedio  a la lectura en espectrofoto metro a 5はど nm. Los resultados se expresaron como unidades de SOD por mg de proteí nas. Una unidad de SOD se define como la cantidad de enzimas necesarias para inhibir el 5ど% de reduccio n de la tasa de NBT.  
 Catalasa ゅCATょ 
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La enzima catalasa interviene en la siguiente reaccio n:                               (にOに   ⟶   に  (にO + Oに       ゅなょ                                        Catalasa         La medicio n de la actividad enzima tica en condiciones de saturacio n de sustrato es imposible dado que la enzima se inactiva por concentraciones de pero xido de hidro geno mayores que ど.な M ゅAebi, なひぱねょ. Sin embargo, la descomposicio n del pero xido de hidro geno responde a una reaccio n de primer orden, siempre que se utilicen intervalos de reaccio n cortos y concentraciones de pero xido de hidro geno entre ど,どな y ど,ど5 M ゅLu ck, なひはぬょ. Metodologí a: A una cubeta de cuarzo con な ml de buffer K-fosfato ねど mM p( ば,5, se agregaron de ぬど a ねど µl de homogenato celular, tomando la lectura del valor de absorbancia a にねど nm como lí nea de base ゅblancoょ. La accio n catalí tica se inicio  con el agregado de など µl de (にOに ぬ M. Se tomaron lecturas de los valores de absorbancia a にねど nm cada 5 segundos entre los ど y はど segundos ゅintervalo en el que se obtuvo la estabilizacio n de la pendienteょ. Los resultados se expresaron como unidades  CAT por mg de proteí nas. Una unidad CAT se define como la cantidad de enzimas que transforman な mmol de (にOに por min. 
 

ぬ.に.など. Análisis estadístico de los datos 

 La prueba  ╉t╊ de Student para muestras independientes fue aplicada  para las comparaciones estadí sticas de los datos de longitudes de las raí ces, í ndice mito tico,  aberraciones cromoso micas anafase-telofase y ce lulas binucleadas  así  como en la evaluacio n de genotoxicidad y la frecuencia de estructuras microtubulares normales y anormales. Se compararon los datos obtenidos en los diferentes 
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tratamientos  con respecto a los controles negativos.  Para las pruebas╉t╊ de Student se utilizo  el programa  Statistica ゅなひひひょ. 
 Los resultados para las variables vinculadas al dan o oxidativo y la respuesta antioxidante  se compararon estadí sticamente utilizando la prueba de t-Student. Los supuestos de normalidad y de homogeneidad de varianza se probaron con las pruebas Lillieford y Bartlett, respectivamente. Para el ana lisis estadí stico se utilizo  el software Graph Pad Prism ぬ. 
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ね. RESULTADOS  

 

ね.な Caracterización del ciclo celular  

 Los estudios de toxicidad y genotoxicidad  utilizando Allium cepa como modelo experimental, se iniciaron con la puesta a punto de la caracterizacio n de su ciclo celular.  Los estudios referidos fueron realizados despue s de estudiar la duracio n del ciclo celular para la variedad Valcatorce en las condiciones en las que fueron realizados los ensayos.  Para ello se utilizo  el me todo de marcacio n por induccio n de ce lulas binucleadas propuesto por Gime nez Martin ゅなひは5ょ.  Tal como se detallo  en Materiales y Me todos, se empleo  cafeí na como bloqueador de la citocinesis  poniendo en evidencia la formacio n de ce lulas binucleadas.  El estudio de meristemas  en activa divisio n, permite establecer el nu mero relativo de ce lulas en cada fase del ciclo y así   determinar la duracio n absoluta de cada una de esas fases. El ana lisis  de fases se realizo  a partir de la observacio n de ce lulas en divisio n mito tica con tincio n esta ndar.   
 

 ね.な.な.  Marcación de las células  

 La accio n de la cafeí na se produce durante el final de la telofase por lo tanto, el seguimiento en el tiempo de las ce lulas binucleadas permite detectar  el ingreso a la mitosis subsiguiente y así  medir el tiempo transcurrido durante la interfase. Para esto es necesario realizar fijaciones perio dicas  de las raí ces desde el tiempo cero, que es el momento en que se agrega cafeí na al medio de cultivo, hasta que se 
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observan las primeras ce lulas binucleadas en profase ゅbiprofasesょ. Los intervalos en el que se realizaron las fijaciones fueron は, ぱ, ひ,なに y なぬ hs.  En cada intervalo  se extrajeron entre 5 y など raí ces para realizar la fijacio n y el resto se dejo  en el medio de cultivo. Posteriormente se realizaron los preparados para su observacio n al microscopio o ptico utilizando las raí ces correspondientes a cada intervalo. Los datos obtenidos de las muestras correspondientes a los intervalos  entre ど-なに hs fueron considerados como los valores de ) ndice mito tico y del porcentaje de ce lulas binucleadas. ゅTabla なょ. 
 Tabla な. Porcentaje de ce lulas en divisio n y binucleadas en raí ces              meristema ticas de Allium cepa  tratadas con cafeí na. Tiempo hs 

ゅ%ょCe ls en divisio n  X±DS 

ゅ%ょCe ls binucledas  X±DS 

ど 7,64±1,46 - 

は 7,77±1,50 2,70±0,64* 

ぱ 7,26±0,69 2,67±0,71* 

ひ 7,03±1,59 2,29±0,77* 

なに 7,34±1,48 2,24±0,67** 

 Los porcentajes de ce lulas en  divisio n y  binucleadas se calcularon  sobre などどど ce lulas totales observadas.  * Ce lulas interfa sicas  **Ce lulas en interfasicas y profa sicas. 
 Para los intervalos de  なに y なぬ horas se calcularon las ce lulas binucleadas en divisio n mito tica con respecto al total de ce lulas observadas  y los porcentajes de ce lulas binucleadas en divisio n con respecto al total de ce lulas binucleadas.  En la hora なに se observo  que una fraccio n de ce lulas binucleadas se encontraba en 
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profase mientras que a las なぬ horas el aumento de ce lulas binucleadas  en diferentes estadios de mitosis aumentaba considerablemente ゅTabla にょ  
 Tabla に.  Ce lulas binucleadas en divisio n en meristemas de raí ces de Allium cepa a las なに y a las なぬ hs. de exposicio n a cafeí na 

 

hs 

ゅ%ょ Ce ls. binucleadas en divisio n / ce ls. totales 

 

ゅ%ょ Ce ls.  binucleadas en divisio n/ ce ls. binucleadas totales 

なに ど,にに±ど,なね ひ,なひ±ぬ,ねな 

なぬ な,ぬな±ど,ぬひ 5ひ,なな±ぬ,ぬな 

 

  Al observar un  preparado de meristemas de raí ces de Allium cepa en el microscopio o ptico, la probabilidad de encontrar una ce lula en  un dado estadio del ciclo celular es funcio n del tiempo que e sta permanece en el mismo. Por lo tanto, el porcentaje de ce lulas observadas en mitosis bajo condiciones normales de crecimiento es proporcional al tiempo de duracio n de la mitosis.  Las primeras ce lulas binucleadas en profase ゅbiprofasesょ se detectaron en la muestra de なに horas. La divisio n mito tica para esas ce lulas marcadas ゅpor su condicio n de binucleadasょ  ocurrio  en los momentos previos de cumplidas las なに horas. Siguiendo el mismo razonamiento, la fraccio n de ce lulas en un estadio, es proporcional al tiempo en que se encuentran en el mismo, por lo tanto el porcentaje de biprofases  sera  proporcional al porcentaje del tiempo que esas ce lulas se encuentran en profase. El valor correspondiente a ese porcentaje  se resta entonces de las なに horas y es el tiempo que corresponde a la interfase. 
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ね.な.に. Estimación de la duración del ciclo celular 

 El porcentaje de ce lulas en interfase se calcula por diferencia con el valor de )M expresado en %. Considerando que ese valor porcentual corresponde  a la interfase y que el などど% corresponde a la totalidad del ciclo, se realiza  el siguiente ca lculo en el que  se obtiene el tiempo correspondiente al transcurso de un ciclo celular.  Tc ゅhsょ  =  Ti xなどど%/ ゅなどど- )Mょ%     Donde : Tc: Tiempo  correspondiente al ciclo celular  Ti: tiempo correspondiente a la interfase  などど-)M es el porcentaje de  las ce lulas correspondiente a la interfase.  Finalmente restando al tiempo total, el tiempo de la interfase, se conoce el tiempo correspondiente a la mitosis Tm.  Tm= Tc x )M/などど Conociendo las fracciones relativas a cada fase de la mitosis y por medio de los valores del í ndice de fases se infiere el tiempo que corresponde a cada una de las fases del ciclo celular ゅTabla ぬょ.  En sí ntesis, la observacio n en el microscopio de las ce lulas meristema ticas de Allium cepa permite medir el tiempo en el que transcurre la interfase, el porcentaje de ce lulas en mitosis y de cada fase mito tica. Una vez obtenidos estos datos se estiman, el tiempo que transcurre durante el ciclo total, la mitosis y el tiempo que toma cada fase de la mitosis.  Este ana lisis se realizo  para ぬ muestras independientes obteniendo así  valores promedio y desví o esta ndar de cada uno de los valores mencionados. 
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Tabla ぬ. ) ndice mito tico, í ndice de fases ゅP, M, A, Tょ  y duracio n en minutos    de la mitosis y de cada fase,  obtenidos a partir de ce lulas meristema ticas  de A. cepa ゅcultivo de なにhsょ 
 X± DS Duracio n ゅminょ 

)M ば,ぬね±な,ねぱ 5は±ば,ばね 

P はば,はひ± ね,5ぬ ぬぱ,5ど±ば,5ぱ 

M ひ,ひ5± は,5は 5,はな±ど,はど 

A なね,はな± ぬ,どは ぱ,どぱ±ど,ばぬ 

T ば,ぬぬ± ど,5ね ね,ぬね±ど,ぬぬ 

  P: Profase;  M: Metafase;  A: Anafase; T: Telofase 

 La duracio n aproximada del ciclo celular de A. cepa variedad Valcatorce es de なぬ hs.   Las muestras obtenidas a las なに horas  fueron utilizadas para estimar  la duracio n de la mitosis y de cada fase ya que de las mismas se infiere el valor del tiempo correspondiente a la interfase ゅTabla ねょ.  
 Tabla  ね.  A. cepa: Tiempo del ciclo celular, la mitosis y la interfase   

 Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Promedio±DS Tc ゅ hsょ 12,78 13,16 12,87 12,94±0,20 Tm ゅhsょ 0,79 1,16 0,87 0,94±0,19 

Ti ゅhsょ 11,98 11,95 11,98 11.79±0,02 

 Tc: Tiempo transcurrido durante el ciclo celular. Tm: tiempo transcurrido durante  la mitosis. Ti: Tiempo transcurrido durante la interfase. hs: horas 

 Teniendo en cuenta la variabilidad y considerando que la exposicio n a agentes puede incidir sobre la duracio n del ciclo celular, se determino   que  la  exposicio n 
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de las raí ces durante ぬど hs.  es un tiempo adecuado para asegurar el paso por dos ciclos de divisio n para la variedad )NTA Valcatorce y que permití a evaluar el efecto de los agentes estudiados sobre el ciclo celular y las distintas fases y estructuras comprometidas en el mismo. 
 

ね.に. Determinación de las concentraciones de oxígeno en los medios de 

cultivo con y sin aireación 

 Los valores de concentracio n de oxí geno en las soluciones se determinaron en condiciones de suministro de aire con burbujeo continuo y sin suministro de aire.  El objetivo fue conocer la variacio n de la concentracio n de oxí geno en un ensayo de ねぱ horas en ambas situaciones. Al realizar mediciones de oxí geno a las にね, ぬど y ねぱ hs  se demostro  que cuando no se suministra aire, a las にね horas de iniciada esta quita, los valores de la concentracio n de oxí geno disminuyen y a las ねぱ hs, alcanzan valores cercanos a cero ゅTabla  5ょ. 
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 Tabla 5. Concentracio n de oxí geno en el medio de crecimiento de las raí ces                                con y sin aireacio n    para ど,  にね, ぬど y ねぱ horas. Tiempo hs 

Oに ゅppmょ 
Aireacio n Sin aireacio n 

ど ば,ばに±ど,どな ば,はど±ど,ぬに 

にね ば,に5±どなど に,ばは±ど,はど*** 

ぬど は,ひぬ±ど,なに な,はね±ど,にど*** 

ねぱ は,に5±ど,なば ど,ねね±ど,ど5*** 

                     Student t-test;*** p<ど,どどな.  ppm: partes por millo n 
  Las raí ces que crecieron en ambos medios, con y sin aireacio n, se diferenciaron por  su tasa de crecimiento. El ca lculo del porcentaje de crecimiento de la raí z para cada intervalo demostro  que la deplecio n del oxí geno interfiere negativamente en el ritmo de crecimiento de la raí z. Este resultado es concordante con la inhibicio n en el í ndice mito tico ゅ)Mょ de las ce lulas sometidas a hipoxia cuando se la compara con el de las que crecieron con suministro de aire ゅTabla  はょ. 
 Tabla は.  Crecimiento diferencial de las raí ces de A. cepa en relacio n a la variacio n de Oに    

Intervalo 

(hs) 

Depleción de O2 (ppm) Crecimiento de la raíz 

(%) 

IM (%) 

 C/aireación S/aireación C/aireación S/aireación C/aireación S/aireación 

0-24 -0,50±0,10- -4,80±0,90 64±20 50±15**   

24-48 

 

-0,70±0,20 -2,30±0,60 36±30 19±3** 7,78±2,59 4,59±0,20* 

  Student t-test * p<ど,ど5; **p<ど,どな. C/: con; S/: sin; hs: horas; Oに: Oxí geno 
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El ana lisis citogene tico de las ce lulas meristema ticas para  ねぱ horas de cultivo sin aireacio n, indica efectos delete reos manifestados como un aumento significativo del efecto C-mitosis, condensacio n cromoso mica, citoplasmas voluminosos y redondeados, e induccio n de micronu cleos ゅTabla ば, Figura ぬょ. 
 

Tabla 7.  A .cepa: Porcentaje de C- metafases, Fragmentos  y Frecuencia de Micronúcleos 
(Mn) después de 48 horas de ensayo. 

 

 

 

 

Student t-test;* p<0, 05; **P<0.01;***p<0,001. Aberraciones cromosómicas cada 100 
anafases telofases.  Micronúcleos cada 1000 células en interfase.  

 
 

 

 

Figura 3. Células meristemáticas de A. cepa expuestas a condiciones de hipoxia.  a) metafase con 

cromosomas no alineados en la placa metafásica, se observa el citoplasma redondeado y 
voluminoso. b) Mmicronúcleos en interfase y profase con cromatina condensada  de manera no 
uniforme, algunos núcleos se observan deformados. c) metafase con cromosomas ubicados con una 

orientación oblicua,  no alineados, se observan los límites entre las dos cromátidas.d) prometafase  
con cromatina fragmentada. e) cromosomas altamente condensados. f) Mmicronucleos en interfase. 
( 1000X) 

 
 
 

             

Condiciones del cultivo C- mitosis Fragmentos Mn 

Con aireación 1,04±1,61 - - 

Sin aireación 20,28±8,19** 1,98±3,46* 13,8±2,7*** 



104 
 

4.3.Toxicidad y genotoxicidad por exposición metronidazol  (MTZ) 

 

4.3.1. Toxicidad  

 

Las raíces expuestas a  concentraciones crecientes de MTZ  mostraron inhibición 

estadísticamente significativa en el crecimiento para  el rango de  concentraciones 

10- 500 ug/ ml comparadas con los controles ( Tabla 8, Figura 4).  Este resultado 

es indicador de efectos tóxicos sobre los procesos involucrados en el crecimiento 

longitudinal de la raíz. 

 
Tabla 8. Crecimiento de raíces de A. cepa expuestas a concentraciones crecientes de MTZ y 
controles (0 y DMSO 1%). 

Concentración  

(ug/ml) 

Longitud de raíces  

(cm) 

  Crecimiento 

(%) 

 

MTZ 0 

 

8,11±1,17 

 

100 

DMSO (1%) 8.49±1,12 105 

MTZ 10 7,71±0,67* 86 

MTZ 50 7,32±1,16** 78 

MTZ 100 6,85±0,99*** 69 

MTZ 250 5,48±1,27*** 58 

MTZ 500 4,07±0,72*** 43 

 

Student t-test *p<0,05** p<0,01 ***p<0,001  • Concentración < EC50                   
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  Figura 4.  Promedio (Mean), desviación estándar ( SD.) y error estándar (SE) de la longitud de las 
raíces de A. cepa expuestas a concentraciones crecientes de MTZ y controles. 

 

Estos resultados indican que la exposición a MTZ , dentro del rango de 

concentraciones ensayado, es tóxica para los procesos involucrados en el 

crecimiento de las raíces de A. cepa. Siguiendo el criterio de toxicidad propuesto 

por Fisjesko (1993),  las raíces tratadas con 500 ug/ml de MTZ fueron descartadas 

para los estudios de genotoxicidad debido a que la inhibición superó el 50 % del 

crecimiento respecto del control (Figura 5). Los  análisis citogenéticos fueron 

realizados entonces, en exposiciones que abarcaron  el rango de concentraciones 

de 10-250 ug/ml y comparados con los controles respectivos.   

 

 

 

 

Figura 5. Inhibición del crecimiento de las raíces expuestas a concentraciones crecientes de MTZ.  
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El análisis estadístico mostró que  existen diferencias estadísticamente 

significativas entre las longitudes registradas para las raíces expuestas a cada una 

de las concentraciones de MTZ con una relación concentración-respuesta.  En la 

Figura 6, se puede observar  el efecto sobre el crecimiento de  las raíces que fueron 

expuestas a diferentes concentraciones de MTZ. 

 

                         

Figura 6 . Inhibición del crecimiento de la raiz de A. cepa mostrando efectos tóxicos del MTZ  para el 
rango de concentraciones 10- 500 ug/ml. Escala 1:10 
 

4.3.2.  Genotoxicidad 

 

El análisis de las células meristemáticas de raíces de A. cepa  muestra que los 

valores de IM no presentan diferencias estadísticamente significativas. Lo 

observado permite aseverar que la proliferación de las células no se  ve afectada 

por la exposición a MTZ en las condiciones del ensayo. Lo mismo se puede decir 

para las aberraciones cromosómicas (AC) en anafase –telofase, la frecuencia de  

Micronúcleos y de células binucleadas. (Tabla 9).  
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Tabla  9.  Indice mitótico (IM), aberraciones en anafase – telofase en células meristemáticas de A. cepa 

expuestas a MTZ  y los respectivos controles(0 y DMSO 1%). 

Concentración  

(ug/ml) 

IM± DS (%) Anafases –telofases anormales AC totales  ±DS 

(%) 

Fg C-met An.Des  

MTZ 0 7,46±2,15 _ _ 4 1,33±0,57 

DMSO (1%) 6,35±1,92 _ 1 7 2,33±1,15 

MTZ 10 6,08±1,41 _ _ 2 0,66±1,15 

MTZ 50 5,86±2,18 _ _ 5 1,66±1,52 

MTZ 100 6,32±1,13 _ _ 7 2,33±0,57 

MTZ 250 6,33±0,47 1 _ 5 1,66±1,52 

 
Student t-test p>0,05 para AC: aberraciones cromosómicas. Ds: Desvío estándar; Fg: fragmento; C-met: C- 

metafase; An. Des: anafases desorganizadas; IM: sobre 1000 células. Aberraciones cada 100 anafases 
telofases . 
 

 

Los valores corespondientes a los  Índices de fase no presentaron diferencias 

estadísticamente  significativas  comparados con los observados en los controles, 

indicando que el ciclo celular en A. cepa, no se altera por la exposición a MTZ,  en las 

condiciones del ensayo aplicadas en este trabajo de Tesis (Tabla 10).     
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Tabla 10. Índices de fase en células meristemáticas de raíces  de A.cepa expuestas a distintas 

concentraciones de MTZ y controles (0 y DMSO 1%). 

Concentración

(ug/ml) 

P M A T 

MTZ 0 7,78±1,41 1,07±0,20 0,52±0,41 0,95±0,37 

DMSO (1%) 7,98±0,69 0,98±0,40 0,62±0,20 0,91±0,13 

MTZ 10 7,20 ±1,33 1,37±0,24 0,67±0,36 0,78±0,17 

MTZ 50 6,68±1,02 1,05 ±0,10 0,69±  0,13 1,30± 0,40 

MTZ 100 6,44±3,72 1,45±0,85 0,96±0,48 1,50±0,69 

MTZ 250 6,00±4,21 0,67±0,67 0,74±0,53 1,0±0,20 

 

Student t-test p>0,05. MTZ: Metronidazol;  P: profase, M: metafase, A: anafase, T: telofase 

 

4.3.3.  Daño oxidativo y repuesta antioxidante en células expuestas a MTZ 

 

Con el fin de ampliar el conocimiento sobre los mecanismos involucrados en la toxicidad 

del MTZ sobre la raíz de A. cepa, se llevaron a cabo estudios para evaluar el daño oxidativo 

y la respuesta antioxidante enzimática y no enzimática de las células  expuestas a 250 

ug/ml de MTZ. Se eligió esta concentración por ser la mayor concentración utilizada en 

estudios de genotoxicidad yque presenta inhibición en el crecimiento estadisticamente 

significativa ( p<0,001) y no supera el 50% respecto del control. Los ensayos se realizaron 

sobre homogenatos preparados a partir de dos fracciones, una correspondiente al tejido 

meristemático y otra al tejido de elongación, ambos de las mismas raíces de Allium cepa 

que previamente estuvieron expuestas durante 30 hs a 250 ug/ml de MTZ. 

Las mediciones realizadas sobre los  homogenatos mostraron diferencias 

estadísticamente significativas para daño oxidativo (TBARS) en el tejido de elongación 
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expuesto a MTZ (MTZ E) respecto de los controles mientras que no se observaron 

diferencias en el tejido meristemático (MTZ M). La respuesta antioxidante GSH se observó 

aumentada para ambos tipos de tejidos, mientras que SOD, CAT, aumentaron con 

diferencias estadísticamente significativas en el tejido meristemático. Mientras que AA y 

DHA no mostraron diferencias significativas para ambos tejidos,  la relación AA/HA se 

modificó para MTZ M (Tabla 11). 

 

Tabla 11. Daño oxidativo y respuesta antioxidante en tejido de elongación y meristemático de Allium cepa 
espuestos a 250 ug/ml de MTZ  

Ensayo C(E) MTZ (E) C(M) MTZ(M) 

 

TBARS (umol/mg prot) 

 

8,69±1,89 

 

19,06±6,39* 

 

3,71±0,38 

 

5,52±1,56 

SOD (U SOD/ mg prot) 186,2±28,68 290,7±113,5 49,23±4,858 282,6±74,24* 

GSH(umol/mg prot) 182,60±11,65 391,10±80,76** 176,40±5,93 355,40±72,73 

CAT (U CAT/ mg prot) 29,2±5,342 48,38±17,21 13,97±4,64 72,16±6,9** 

AA (umol/mg prot) 137,0343,65 275,36152,83 97,32±9,31 122,68±29,36 

DHA (umol/mg prot) 104,36±25,89 200,16±105,34 59,21±3,71 98,41±22,21 

AA/DHA 1,30±0,09 1,36±0,11 1,64±0,05 1,24±0,04** 

 
C(E): tejido de elongación expuesto a control (E): tejido de elongación expuesto a 250ug/ml de metronidazol; C(M) tejido 

meristemático expuesto a 250ug/ml de metronidazol; MTZ(M): tejido meristemático expuesto a 250ug/ml de metronidazol. 
TBARS: Sustancias que reaccionan con el ácido tiobarbitúlico. SOD: Superóxido dismutasa. GSH: Glutation reducido. CAT: 
Catalasa. AA: Ácido ascórbico. ADH: Ácido dihidroascórbico.uUmol/mg prot: Micromol/ miligramos de proteína total. U CAT: 

Unidades de Catalasa. U SOD: Unidades de Superóxidodismutasa. 

 

Los resultados obtenidos en los ensayos de daño oxidativo indicarían que el tejido de 

elongación en las raíces de Allium cepa,  presenta peroxidación lipídica compatible con 

daño  en las membranas celulares  y probable daño en la función celular como respuesta a 

la exposición a  MTZ, mientras que la misma exposición no induciría peroxidación lipídica 

en el tejido meristemático en las condiciones en las que se realizaron los ensayos (Figura 
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7). Estos resultados serían compatibles con la inhibición en la elongación de la raíz sin 

daño en las células meristemáticas. 

 

 

Figura 7. Niveles de peroxidación lipídica medidos como sustancias que reaccionan con el ácido 
tiobarbitúrico (TBARS) en tejido de elongación expuesto  a  control: C(E) y a 250 ug/ml de MTZ: MTZ (E), 
tejido meristemático expuesto a control: C(M) y a 250 ug/ml de  MTZ: MTZ (M)  Student t-test *p<0,05 
 

 

 
 
 

Los resultados obtenidos al analizar la respuesta antioxidante de tipo  enzimáticas por 

medición de las actividades  Catalasa (CAT) y Superóxido dismutasa (SOD) arrojan un  

aumento estadisticamente  significativo para ambas  enzimas en las mediciones realizadas 

sobre el tejido meristemático. Las mismas mediciones indican que el tejido de elongación 

no presenta diferencias significativas con respecto al contol (Figuras 8  y 9) . Estos 

resultados indicarían que las células meristemáticas contrarrestaron  la producción de 

especies reactivas del oxígeno (ROS) por la exposición a MTZ, impidiendo el daño 

oxidativo.  
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Figura 8. Medición de la actividad catalasa (CAT ) en tejido de elongación expuesto  a  control: C(E) y a 250 
ug/ml de MTZ: MTZ (E), tejido meristemático expuesto a control: C(M) y a 250 ug/ml de  MTZ: MTZ (M).  .  
Student t-test ** p<0,01  
        
 
       

 

 

Figura 9. Medición de la actividad Superóxido dismutasa (SOD) en tejido de elongación expuesto  a  control: 
C(E) y a 250 ug/ml de MTZ: MTZ (E), tejido meristemático expuesto a control: C(M) y a 250 ug/ml de  MTZ: 
MTZ (M). .  Student t-test *p<0,05 
 

 

En cuanto a la respuesta antioxidante no enzimática, la exposición a  250ug/ml de MTZ, 

produce en ambos tejidos un aumento estadísticamente significativa del contenido de 

Glutatión reducido con  mayor signifcancia estdística en el tejido de elongación (Figura 

10). 
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Figura 10. Contenido de Glutatión reducido (GSH) en tejido de elongación expuesto  a  control: C(E) y a 250 
ug/ml de MTZ: MTZ (E), tejido meristemático expuesto a control: C(M) y a 250 ug/ml de  MTZ: MTZ (M). .  
Student t-test *p<0,05** p<0,01  
 

 

Otro tipo de respuesta antioxidante  no enzimática, es el aumento en el contenido del 

Ascorbato (ASC) reducido.  Esta molécula se presenta también en estado oxidado como 

Dehidroascorbato (DHA). Tanto el tejido meristemático como el de elongación  no 

presentan diferencias estadísticamente significativas con respecto al control por 

exposición al MTZ (Figura 11) para ninguna de las dos especies moleculares.  

 

 

Figura 11. Medición de ascorbato (AA) y dehidroascorbato (DHA) en tejido de elongación expuesto  a  

control: C(E) y a 250 ug/ml de MTZ: MTZ (E), tejido meristemático expuesto a control: C(M) y a 250 ug/ml 
de  MTZ: MTZ (M).  
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La relación AA/DHA  depende  del estado REDOX de  los tejidos en la raíz de A. cepa . La 

misma se obsservó modificada para la zona meristemática después de la exposición a 

MTZ. este resultados podría indicar que bajo las condiciones del ensayo la exposición a 

MTZ  alteró las condiciones REDOX  en el tejido meristemático (Figura 12). 

 

  Figura 12.  Medición de la relación ascorbato/ dehidroascorbato (AA) /(DHA) en tejido de elongación 
expuesto  a  control: C(E) y a 250 ug/ml de MTZ: MTZ (E), tejido meristemático expuesto a control: C(M) y a 
250 ug/ml de  MTZ: MTZ (M). .  Student t-test ** p<0,01  
 

 

4.4 Toxicidad y genotoxicidad por exposición a Tiabendazol (TBZ) 

 

4.4.1 Toxicidad 

 

Las raíces de A. cepa expuestas a concentraciones  crecientes de TBZ mostraron inhibición 

en el crecimiento para el rango de concentraciones 50-250 ug/ml.  

El análisis estadístico considerando las longitudes correspondientes a cada categoría de 

exposición indican que  la concentración 50 ug/ml  presenta toxicidad  equivalente a los 

100 ug/ml . Mientras que la toxicidad aumenta con la concentración 250 y 500 ug/ml. 

Estas dos últimas concentraciones no presentan diferencias significativas entre si  por lo 

que  en el rango estudiado la relación concentración respuesta solo se cumple dentro del 

rango 100 y 250 Ug/ml ( Tabla 12; Figura 13) 
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Tabla 12. Crecimiento de raíces de A.cepa expuestas a concentraciones crecientes de TBZ y controles (0 y 

DMSO 1%). 

Concentración ( ug/ml) Longitud de raíces 

(cm) 

% Crecimiento 

TBZ 0 8,57±0,51 100 

DMSO (1%) 9,37±0,57 110 

TBZ 10    8,03±0,57  93 

TBZ 50 7,07±0,70* 80 

TBZ 100 6,60±0,20** 74 

TBZ 250 5,73±0,25**  63 

TBZ 500 4,40±1,35** 45 

 
Student t.test *p<0,05** p<0,01  

 

 

 

Figura 13.  Promedio (Mean), desviación estándar ( SD.) y error estándar (SE) de la longitud de las raíces de 
A. cepa expuestas a concentraciones crecientes de TBZ y controles (0 y DMSO 1%). 

 

La concentración 500 ug/ml se descartó para ensayos de genotoxicidad por inducir una 

inhibición del creciemiento celular  mayor al 50% con respecto al control,  
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4.4.2. Genotoxicidad 

 

Cuando se analizaron los indicadores de genotoxicidad, se pudo detectar que la 

exposición de las células de A. cepa a concentraciones crecientes de TBZ  produjo  

inhibición en el índice mitótico (IM)  de las mismas para el rango  entre 50-250 ug/ml de 

TBZ con respecto al control (Figura 14). 

 

Figura 14. Promedio (Mean), desviación estándar ( SD.) y error estándar (SE) del IM  en células 
meristemáticas de A. cepa expuestas a concentraciones crecientes de TBZ y controles (0 y DMSO 1%). 

 

La inducción de divisiones anormales se observó  en el rango 10- 250 ug/ml incluyendo 

incremento en la frecuencia de micronúcleos, células binucleadas y aberraciones en 

anafase-telofase. El Índice Mitótico (IM)  es  inversamente proporcional a la concentración 

de TBZ a la vez que la frecuencia de Micronúcleos (Mn ) y de Células Binucleadas ( BN) 

son directamente proporcionales.  En cambio la frecuencia de  las aberraciones anafase – 

telofase no muestran proporcionalidad con las concentraciones de TBZ ensayadas (Tabla  

13, Figura 15).   
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Tabla 13. Indice mitótico (IM), frecuencia de Micronúcleos (Mn) , Células binucleadas (Bn) y Aberraciones en anafase – telofase en células meristemáticas de A. cepa  
expuestas a TBZ. 

  

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

Student, t-test * p< 0,05;  * * p< 0,01  Ptes: puentes anafase; An: Anafases;  Rez: cromosoma rezagado; C-met: C- metafase;  An. Des: anafases desorganizadas; Polip:  

células poliploides; AC:Aberraciones cromosómicas. IM: sobre 1000 células. Aberraciones cada 100 anafases telofases .

 
Concentración (µg/ml) 

 
IM ± DS (%) 

 
Mn ± DS 

 
Bn ± DS 

 
Aberraciones cromosómicas en 

anafases -telofases 

 
AC± SD ( %) 

Rez C-met An. des Polip  

 

TBZ 0 

 

7,82±1,29 

 

 

1,00±0,50 

 

 

_ 

 

_ 

 

1 

 

1 

 

_ 

 

1,92±0.93 

DMSO 1% 

 

7,28±0,41 1,00±0,40 

 

_ _ 1 1 _ 1,87±1,32 

 

TBZ 10 7,42±0,09 5,9±2.5** 2,30±1,4* 1 1 3 1 5,22±1.83** 

TBZ 50 5,40±0,69* 10,50±0,16** 2,70±0,9* 5 12 17 14 46,28±14.38** 

TBZ 100 3,40±0,18** 22,8±3,33** 7,7±2,5** 4 9 19 17 48,82±7.39** 

TBZ 250 2,36±0,27** 38,6±6,00** 13,2±7,4** 3 10 18 14 47,48±18.86* 
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Figura 15.  Promedio (Mean), desviación estándar ( SD) y error estándar (SE) de las Aberraciones anafase- 
telofase (AC) en células meristemáticas de A. cepa expuestas a concentraciones crecientes de TBZ y 
controles (0 y DMSO 1%). 

 
Las aberraciones detectadas están asociadas con dificultades en la migración y 

segregación de las cromátidas, efecto que se pone en evidencia por  la presencia de 

cromosomas rezagados, anafases desorganizadas, C- mitosis y células poliploides y en la 

citocinesis evidenciado por la presencia de células binucleadas ( Figura 16).  Los índices 

de fase pusieron de manifiesto este efecto por incremento en el índice de metafase 

probablemente porque la mitosis se detiene o se retarasa en este punto, acumulando 

células en este estadio (Tabla 14). Los resultados muestran que la exposición a TBZ 

interfiere en el ciclo celular disminuyendo las células que ingresan a la mitosis y 

retrazando el avance de la misma entre la metafase y la anafase. En base a los resultados 

obtenidos por el analisis citológico, podriamos atribuir efectos genotóxicos  al  TBZ  en las 

concentraciones ensayadas   sobre las células meiristemáticas de A. cepa por inducción de 

biomarcadores de disrupción de la  segregación de las cromátides y la citocinesis. 
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Figura 16.  Células meristemáticas de A. cepa expuestas a concentraciones crecientes de TBZ: Anafase con plano 

de división oblicuo. b) Célula poliploide en la que se observan cromosomas con agrupamientos desorganizados. 
c) Célula binucleada en prometafase. d) Cromosomas rezagados en anafase e) Anafase desorganizada en la que 
lo brazos cromosómicos aparecen laxos y pegoteados f) Célula poliploide con cromosomas desorganizados. g) 

Célula binucleada (1000 X). 
 

 
Tabla 14 Índices de fase,  en células meristemáticas de raíces de A. cepa. 

Concentración (µg/ml)  

Índices de fase 

P M A T 

TBZ 0 0,58±0,09 0,13±0,02 0,10±0.04 0,19±0,06 

DMSO (1%) 0,52±0,03 0,11±0,02 0,16±0.04 0,21±0,05 

TBZ 10 0,49±0,07 0,21±0,08 0,10±0.04 0,20±0,06 

TBZ 50 0,35±0,01 0,23±0,02* 0,21±0.05* 0,20±0,04 

TBZ 100 0,36±0,10 0,30±0,02* 0,12±0.06 0,22±0,08 

TBZ 250 0,31±0,12 0,27±0,08* 0,20±0.11 0,22±0,06 

      
 Student, t-test. * p< 0, 05. TBZ: Tiabendazol; P: profase, M: metafase, A: anafase, T: telofase 
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4.4.3. Puesta apunto para la evaluación del daño microtubular  en células de Allium 

cepa expuestas a TBZ 

 

4.4.3.1. Respuesta de Allium cepa a la exposición del disruptor microtublar 

Azzurro®  

 

La puesta a punto de la técnica de inmunolocalización de tubulinas se realizó utilizando un 

agente químico de conocida acción disruptolliuma de los microtúbulos, el Zineb en su 

formulación comercial Azzurro®. Se eligió este compuesto por su condición de  disruptor 

microtubular referida en  la literatura.  Las concentraciones de Azurro® utilizadas fueron las 

utilizadas en trabajos previos en la línea celular CHO (Soloneski, 2003)  y se refieren  a la 

concentración de la fórmulación comercial y no del principio activo Zineb, el cual  se 

encuentra en el Azzurro® en una concentración aproximada del 70%.  Dichas 

concentraciones de Azzurro® se emplearon tanto para el ensayo de Allium cepa con tinción 

estándar  como para la inmunolocalización de tubulinas.  Los resultados obtenidos en el 

análisis citogenético con tinción convencional muestran que la concentración 10 ug/ml 

inhibe el IM y ambas concentraciones inducen aberraciones cromosómicas en anafase- 

telofase. La frecuencia de Micronúcleos no presentó diferencias significativas con respecto al 

control indicando que la exposicón a Azzurro® no induce  su formación ( Tabla 15). 
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Tabla 15. Indice mitótico (IM), Micronúcleos (Mn) , Células binucleadas (Bn), Aberraciones en anafase – 
telofase en células meristemáticas de A. cepa  expuestas a Azzurro®.  

 
Concentración 

(µg/ml) 

 
IM ± DS 

(%) 

 
Mn ± DS 

(%) 

 
Aberraciones cromosómicas en anafase –telofase 

 
AC± DS 

 % 

Ptes. An Rez C-met Ana des 

 
Azzurro 0 

 
7,50±1,80 

 
0,54±0,47 

 

 
_ 

 
_ 

 
_ 

 
1 

 
2 

 
1,32±0,32 

DMSO (1%) 
 

7,53±1,09 0,97±1,00 
 

_ _ _ 1 1 1,17±0,47 

Azzurro 1 6,50±1,30 1,0±0,42 1 1 2 3 7 12,85±4,37* 

Azzurro 10 3,80±0,20* 1,12±0,42 1 1 1 3 3 8,46±1,54* 

   

Student, t-test * p< 0,05;  * * p< 0,01.  Fg: fragmento; Pte: puente anafase;  Rez: cromosoma rezagado; C-met: C- 
metafase;An. Des: anafases desorganizadas. IM: sobre 1000 celulas. Aberraciones cada 100 anafases telofases . 
 

 
 

 El IM obtenido por análisisde células meristemáticas de A. cepa expuestas a 10 ug/ml  de 

Azzurro arroja valores que indican toxicidad mitótica. Este resultado exlicaría que la 

frecuencia de aberraciones anafase- telofase sean menores para esta concentración que para 

1 ug/ml que no inhibe significativamente el IM  (Figuras 17 y 18).  Probablemente la 

concentración mas elevada produzca un daño en las células  impidiendo su ingreso a la 

profase  o bien porque  se dirigen a la muerte celular o quedan detenidas en los puntos de 

control (check point) de la mitosis. 
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Figura 17.  Promedio (Mean), desviación estándar ( SD.) y error estándar (SE) en células meristemáticas de A. 

cepa expuestas a Azzurro® y a los respectivos controles (0 y DMSO). 
  

 

 

Figura 18. Promedio (Mean), desviación estándar ( SD.) y error estándar (SE) de las Aberraciones 

cromosómicas (AC) en células meristemáticas de A. cepa expuestas a Azzurro® y a los respectivos controles (0 
y DMSO). 
 

 

 Las aberraciones cromosómicas  más frecuentes, son compatibles con efectos a nivel de 

microtúbulos caracterizados por anafases anormales y C- mitosis y en menor frecuencia, 

anillos, puentes  y cromosomas rezagados ( Figura 19)                 
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Figura 19. Células meristemáticas de A. cepa expuestas a Azurro®. a) Anafase desorganizada y cromosomas 
pegoteados b) Agrupación anómala de cromosomas  con anillo c) C-metafase  d) Anafase con cromosomas 

desordenados  y anillo. e) Puente en  telofase f)  Anafase desorganizada con puente (1000 X).  
 

 

4.4.3.2. Respuesta de A.cepa a la exposición del disruptor microtublar Griseofulvina  

 

La Griseofulvina (GSF) en su formulación Griseovin® fue utilizado como control positivo 

para comparar los resultados obtenidos con TBZ en los estudios de inmunolocalización de 

tubulinas  ya que se trata de un compuesto de conocida acción como disruptor microtubular 

que induce todo tipo de aberraciones  cromosómicas. Estos efectos se manifiestan  tanto en 

modelos animales como de plantas vasculares (Voutsinas et al., 1997). La concentración de 

GSF a utilizar como control positivo en los estudios de inmunolocalización de tubulinas en 

las células meristemáticas se determinó al realizar ensayos convencionales  en Allium cepa.  
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Con el diseño experimental propuesto se buscaba conocer la respuesta de las células 

meristemáticas a la exposición a concentraciones crecientes de GSF (10, 50, 100  y 250 

ug/ml).   En estos ensayos se observó que la GSF inhibía el IM en todo el rango de 

concentraciones ensayado, exhibiendo valores de elevada toxicidad mitótica para las dosis 

250 ug/ml. Las aberraciones  cromosómicas en anafase telofase se incrementaron en las 

células meristemáticas de A. cepa expuestas a GSF para todas las concentraciones ensayadas. 

Otras alteraciones se observaron en los núcleos interfásicos de las células meristemáticas 

expuestas a GSF en los que pudieron observarse núcleos deformados, yemas  nucleares (del 

inglés nuclear buds, NB), Minicélulas (MC) frecuentemente  adyacentes a  otras células  de 

tamaño normal y Micronúcleos (Mn). Todas  las anormalidades  de los núcleos interfásicos 

se encontraron en las células expuestas a todas las concentraciones de GSF ensayadas, 

aunque las MC no presentaron diferencias estadísticamente significativas para 10 ug/ml de  

GSF (Tabla 16).  
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 Tabla 16. Índice mitótico (IM), Micronúcleos (Mn), Minicélulas (MC),  Yemas nucleares (del inglés ╉nuclear buds╊: NB) y Aberraciones en anafase – telofase en 

células meristemáticas de A. cepa  expuestas a Gtieofulvina (GSF),  expresados como promedio ± desviación estándar (DS). 
Concentración  

( mg/ml) 

IM±DS (%) MC± DS (%) Mn ± DS NB ± DS (%) Aberraciones cromosómicas en anafases -telofases  (%) 

Fg 
 

Pte An Rez C-met Multipol An. Des AC± SD 

 

GSF 0 

 

8,50±0,66 

 

- 

 

1,64±0,32 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

2 

 

1,98±0,87 

DMSO (1%) 8,02±0,84 - 1,17±0,57 - - - - - - - 1 1,32±0,52 

GSF 10 5,67±0,61** 1,17±1,01 7,27±3,35* 1,20±0,37** 1 1 - 1 2 1 1 6,10±0,91*** 

GSF 50 5,37 ±0,14** 12,84±0,31* 9,62±0,2,47** 6,07±1,95* 2 3 - 4 4 4 8 25,62±2,43*** 

GSF 100 4,52±0,24*** 12,47±6,82** 16,46±3,77** 12,53±3,64** 2 5 2 2 7 8 9 39,03±7,62*** 

GSF 250 3,50±0,62*** 15,56±3,17** 36,87±14,66** 20,54±8,20* 5 - - - - 5 - 5,48±5,07** 

 
Test de Student *p<0, 05**; p<0, 01 ***; p<0,001. GSF vs los respectivos controles (0 y DMSO) Fg: fragmento; Pte: puente; An: anafase;  Rez: cromosoma rezagado; C-
met: C- metafase; Multipol: husos multipolares; An. Des: anafases desorganizadas. IM: sobre 1000 células. Aberraciones cada 100 anafases telofases. 
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 La inducción de MC  para el rango de condentraciones  50-250 ug/ml, no presenta relación 

concentración respuesta  pudiendo alcanzar valores semejantes en las 3 concentraciones. 

(Figura 20).                               

 

Figura 20. Minicélulas (MC) inducidas en meristemas de Allium cepa expuestos a GSF 

 

La inducción de Mn manifiesta una relación concentración respuesta entre las siguientes  

concentraciones ensayadas: 0 y el rango 10-250 ug/ml; 10 ug/ml y  el rango 100- 250 ug/ml 

y entre 50 y 250 ug/ml  ( Figura 21).  

 

Figura 21. Micronúcleos (Mn) inducidos en meristemas de Allium cepa por exposción a GSF 
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El incremento de Yemas nucleares (NB, del inglés Nuclear Buds)  manifiesta una relación 

concentración respuesta más marcada que el incremento de los Mn. Existe diferencias entre 

0 y todas las concentraciones; 10 y el rango 50-250 ug/ml y  50 y 250 ug/ml (Figura 22). 

 

       Figura 22. Yemas nucleares  (Nuclear Buds, NB) en meristemas de Allium cepa inducidas por exposición a 

GSF 

 

 

Las alteraciones en los núcleos interfásicos se pueden observar en la Figura 23 (a-e) , los 

mismos se encuentran acompañados por  aberraciones cromosómicas observadas en 

anafase- telofase. Algunas  indican un efecto a nivel de segregación inferido por  la presencia 

de husos tripolares, anafases anormales, cromosomas rezagados y C-metafases y otras 

figuras anormales que son  indicadoras de clastogénesis, como los fragmentos acéntricos y 

los puentes (Figura 23 g-l).        



127 
 

 

      

 

  Figura 23.  a - e) Núcleos deformados, micronúcleos, nuclear buds y minicélulas.  f) Anafase con plano de 
división oblicuo con minicélula adyacente. g) Células alagadas con micronúcleo grande. h-j) Fragmentos 

acéntricos en telofase. k) Puente en telofase l) Anillo en anafase (1000X).    
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Las Aberraciones en anafase telofase totales disminuyen ante la exposición de la 

concentración de 250 ug/ml. de GSF.  La disminución de las aberraciones  anafase-telofase y 

del  IM para esta concentración es una manifestación de daño celular (Figuras 24 y 25).  

 

Figura 24. Promedio (Mean), desviación estándar ( SD) y error estándar (SE) del IM  en células meristemáticas 
de Allium cepa expuestas a concentraciones crecientes de GSF y controles respectivos (0 y DMSO (1%)). 

 

 
 

Figura 25. Promedio (Mean), desviación estándar ( SD.) y error estándar (SE) de las AC  en células 

meristemáticas de Allium cepa expuestas a concentraciones crecientes de GSF y controles respectivos (0 y 
DMSO (1%)). 
 

 
 

La utilización de GSF como control positivo en los ensayos de inmunolocalización 

microtubular por exposición a TBZ es adecuada, particularmente  con las concentraciones 50 

y 100 ug/ml. dado  que  en esas concentraciones el Índice mitótico se encontró en valores 
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que permitieron detectar  biomarcadores de daño  genotóxico en las células meristemáticas 

de Allium cepa. 

 

4.4.3.3.  Inmunolocalización de tubulinas en células meristemáticas de A. cepa 

 

En la puesta a punto de la técnica de  inmunolocalización de tubulinas, la detección  de la 

marca se realizó primero en células meristemáticas de Allium cepa libres de exposición a 

agente químico alguno, con el fin de reconocer las estructuras microtubulares más 

frecuentemente observables en condiciones normales. En esta oportunidad se detectaron 

organizaciones de lo microtúbulos compatibles con lo publicado en la literatura. 

Microtúbulos corticales (Figura 26 a), bandas preprofásicas (Figura 26 b), husos mitóticos ( 

Figuras 26 c-d) y fragmoplastos (Figuras 26 e-f) que fueron observados con 

inmunolocalización sin contratinción. La contratinción con Ioduro de propidio o con DAPI 

fue aplicada para poder relacionar las estructuras asociadas con cada estadio reconocible de 

la mitosis (Figuras 27 y 28)                      

 

Figura  26. Estructuras microtubulares localizadas con antitubulina en células meristemáticas de Allium cepa 

Las flechas indican: a)Microtúbulos  corticales en interfase. b) Bandas preprofásicas. c-d) Huso mitótico.  e-f) 
Fragmoplasto. (1000X) 
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Figura 27. Estructuras microtubulares localizadas con antitubulina más tinción celular con Ioduro de propidio     
en células   meristemáticas de A. cepa. Las flechas indican:  a-b) Bandas preprofásicas c) Huso mitótico y 

Fragmoplatso d) Huso mitótico  e) Fragmoplasto  f) Huso mitótico y Fragmoplasto. (1000X) 
 
 

 

Figura 28.  Células  meristemáticas de Allium cepa a-c) Células con tinción DAPI.  a´-c´) Las mismas células  con 

inmunolocalización para tubulinas.  Estructuras microtubulares localizadas con antitubulina : a) interfase 
b)Anafase c) Telofase a´) BPP b´) HM c´) FG. ( 1000X) 

 

 4.4.3.4. Detección de anormalidades en los microtúbulos por exposición a Azzurro® 

 

La exposición a Azzurro® tuvo como objetivo fin  reconocer figuras anormales o detectar la 

ausencia de figuras normales que deberían estar presentes en ese estadio.  Con la exposición 
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a 1 ug/ml de Azzurro® se detectó una disminución estadísticamente significativa  en  la  

frecuencia de HM yFg pero la disminución no fue significativa para BPP, mientras que la 

concentración 10 ug/ml indujo una inhibición estadísticamente significativa en la formación 

de las 3 estructuras. La frecuencia de  BPP anormales arrojó valores significativos para la 

concentración de Azzurro® 1 ug/ml pero no para 10 ug/ml.  Los HM y los Fg anormales se 

indujeron de manera estadisticamente signiifcativa en ambas concentraciones   aun cuando 

en la concentración más elevada los valores fueron menores. Este efecto es concordante con 

la disminución en la formación de las organizaciones microtubulares (Tabla 17).   

 

Tabla 17.  Estructuras microtubulares normales y anormales/1000 células  meristeméticas de raíces de  A. 

cepa expuestas a Azzurro®. 

 
 Student t-test  *p<0, 05 **; p<0, 01 ***;p<0,001. BPP: Banda preprofásica; HM:Huso mitótico; Fg: Fragmoplasto 

  

Los porcentajes de estructuras anormales sobre las totales observadas de cada categoría 

(BPP, HM y Fg), arrojan como resultado un incremento significativo de todas las estructuras 

anormales  comparadas con el control. Se observa que para las BPP y para los Fg,  los 

porcentajes de daño presentan valores similares (Tabla 18). 

 

 

 

 

Concentracio n ゅug/mlょ BPP (M Fg Normal Anormal Normal Anormal Normal Anormal 
ど ぬに,はば± ね,どね な,ぬぬ±な,な5 にな,どど±な,ばぬ - など,ぬぬ±な,5ぬ ど,ぬぬ±ど,5ぱ 

Azzurro な に5,どど±に,は5 は,はば±な,5ぬ** なに,ぬぬ±な,5ぬ** 5,ぬぬ±ど,5ぱ*** は,はば±な,5ぬ* ね,どど±な,どど** 
Azzurro など ひ,ぬぬ±に,5に** に,はば±ど,5ぱ は,ぬぬ±な,5ぬ*** な,ぬぬ±ど,5ぱ* 5,はば±ど,5ぱ** ぬ,どど±な,どど* 
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Tabla 18. Porcentaje de estructuras microtubulares anormales/ 100 totales en células meristemáticas de A. 

cepa expuestas a Azzurro®. 

 

Concentración 

ug/ml 

BPP HM FG 

ど 3,86±3,41 - 
3,03±5,25 Azzurro な 21,17±5,52** 30,30±3,60*** 37,64±7,26*** Azzurro など 22,41±2,51** 17,59±6,99*** 34,17±8,04*** 

 
Student- t  test *p<0, 05**; p<0, 01 ***; p<0,001. BPP: Banda preprofásica; HM:Huso mitótico; Fg: Fragmoplasto. 
 

 El anáisis de las células que se encuentran en división mitótica a partir de la presencia de 

organizaciones microtubulares propias de los estadios de mitosis permiten estimar un valor 

de IM. Los resultados indican que el IM disminuye con la concentración de Azzurro® más 

elevada indicando toxicidad mitótica que explica que los valores  de las estructuras 

microtubulares totales no presenten una relación concentración respuesta (Tabla 19). 

 

Tabla 19. Índice mitótico (IM) y microtúbulos aberrantes en células meristemáticas de A. cepa.  Concentracio n ゅug/mlょ  Indice Mitótico /1000 céls. MT Aberr.  (%) 

ど 65,67±7,02 2,55±0,93 Azzurro な 60,00±1,73 26,00±2,39*** Azzurro など 28,33±3,06** 24,39±3,75*** 

                       Test de Student- *p<0,05**; p<0,01 ***; p<0,001. MT Aberr: Microtúbulos aberrante. 
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En la Figura 29 se puede apreciar como se modifican los porcentajes de BPP por exposición a 

Azzurro evidenciando que no existe relación dosis respuesta para  el daño inducido en la 

proporción de BPP formadas. 

 

Figura 29. BPP  en células meristemáticas de Allium cepa expuestas a Azzurro® y al respectivo control (0) 
Promedio (Mean), desviación estándar (SD) y error estándar (SE) 

 

El porcentaje de HM anormales   se encuentra incrementado significativamente en las células 

meristemáticas para ambas concentraciones de Azzurro®, si bien se observa  disminución  

en el porcentaje correspondiente a la concentración de 10 ug/ml (Figura 30). 

 

Figura 30. HM  en células meristemáticas de Allium cepa  expuestas a Azzurro y control respectivo (0)Promedio 
(Mean), desviación estándar ( SD.) y error estándar (SE). 
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 El incremento en el  porcentaje de Fg anormales presenta valores estadisticamente 

significativos para las 2 concentraciones de Azzurro® y del mismo modo que  las BPP y los 

HM, no muestra relación concentración respuesta (Figura 31). 

 

Figura 31. Fg en células meristemáticas de Allium cepa expuestas a Azzurro®  y al respectivo control (0) 
Promedio (Mean), desviación estándar (SD) y error estándar (SE). 
 

La inmunolocalización de tubulinas  sin contratinción permitió observar algunas 

anormalidades relacionadas con la presencia de Bandas Preprofásicas (BPP) (Figura 32), si 

bien  subestimó el daño al impedir detectar la ausencia de ciertas estructuras. La técnica con 

contratinción demostró ser más precisa para detectar las anormalidades (Figuras 33 y 34). 

 

Las  figuras anormales se pudieron observar como BPP despolimerizadas ( Figuras 32 a.c; 33 

a, c y e). Los HM despolimerizados fueron reconocidos más fácilmente  cuando las células se  

observaron con contratinción DAPI (Figuras 33 ay c).  Los Fragmoplastos (Fg) se pudieron 

observar como anormales y   los fragmoplastos ausentes o incompletos se consideraron 

como anormales (Figuras 33 f; 34 b y 34 d).     
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Figura  32. Microtúbulos despolimerizados en células meristemáticas de Allium cepa expuestas a Azzurro®. a-
c). BPP anormales. d)Microtúbulos desorganizados. (1000 X). 

 

 

 

 

Figura 33. Estucturas microtubulares anómalas en células meristemáticas de Allium cepa expuestas a 

Azzurro®. a-c y e) BPP d) HM f) Fg (1000X) 
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Figuras 34. a-d) células meristemáticas de Allium cepa expuestas a Azzurro® con tinción DAPI.  a´- d´) las 
mismas células con inmunolocalización antitubulina.  (1000 x). a) Anafase desordenada. a´)  Ausencia del HM 
organizado. b) Célula en telofase b´) Los microtúbulos se localizan en la zona correspondiente a un estadio de 

anafase temprana en el  HM. No se observa organización de la Fg asociada al estadio de telofase. c) Anafase 
desordenado con cromosoma vagabundo. c´) Se observan microtúbulos dispersos sin organización del HM. d) 
Telofase d´) Ausencia de FG.  (1000 X) 

 

4.4.4. Disrupción microtubular por TBZ  

 

La exposición a TBZ mostró resultados que indican disminución en la formación  de las  

estructuras microtubulares  junto con  inducción de anormalidades en parte de esas 

estructuras para  todas las concentraciones ensayadas en el diseño realizado en este trabajo 

de Tesis (Tabla 20). Tanto la inhibición en la formación de los procesos microtubulares como 

el daño observado no parece presentar una relación con el incremento de las 

concentraciones ensayadas.   
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 Tabla 20. Estructuras microtubulares observadas en meristemas de raíces de  Allium cepa  tratadas con TBZ.. 

 

Student t.test *p<0, 05** p<0, 01 ***p<0,001 N: Normales; A: Anormales; BPP: Banda preprofásica; HM:Huso mitótico; 

Fg: Fragmoplasto;  GSF: Griseofulvina. 1000 células observadas. 

 

Al analizar  la proporción de estructuras anormales en relación con las normales  se observa  que 

para todas las concentraciones ensayadas hay un aumento estadísticamente significativo en la 

proporción  de  BPP, HM y Fg anormales. Sin embargo los valores obtenidos indicarían que el 

aumento de las concentraciones de TBZ no produjeron un incremento proporcional en  la respuesta  

si consideramos la inducción de anormalidades observables (Tabla 21).   

 

 

 

 

 

 

 

 

Concentración 

ug/ml 

BPP HM Fg 

N A N A N A 

TBZ 0 43,66±2,52 0,67±1,15 20,67±4,62 033±0,58 15,67±1,15 0,33±0,58 

DMSO 41,67±2,52 0,67±1,15 21,37±3,61 - 14,33±2,51 0,33±0,58 

TBZ 10 22,33±7,23** 6,67±1,53** 12,33±1,53* 5,33±0,58*** 6,67±1,53** 4,00±1,00** 

TBZ 50 16,57±2,52*** 5,33±1,15** 13,33±1,15 5,33±1,15** 6,67±0,58** 3,67±0,58** 

TBZ 100 14,00±2,00*** 5,33±3,06 9,67±1,15* 5,00±1,00** 4,67±0,58*** 3,67±0,58** 

TBZ 250 8,33±2,51*** 3,33±0,58* 10,00±2,00* 5,00±2,65* 7,00±1,00*** 4,67±1,15** 

TBZ GSF 11,00±3,61*** 5,33±0,58** 10,67±4,73* 5,67±2,08* 8,33±3,21** 5,00±1,73** 
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Tabla 21. Porcentaje de estructuras microtubulares  anormales observadas en células meristemáticas de A. 

cepa tratadas con TBZ 

 
Student t test *p<0, 05** p<0, 01 ***p<0,001.  BPP: Banda preprofásica; HM: Huso mitótico;    Fg: Fragmoplasto; 

GSF: Griseofulvina.. 100 estructuras observadas. 
   
 

Los resultados obtenidos para la indución de BPP anormales/ totales muestra un 

incremento estadisticamente significativo para todas las concentraciones ensayadas y para 

el control positivo (GSF 100 ug/ml) comparados con el control. la respuesta de la exposición 

a las concentraciones de TBZ no muestra una relación concentración respuesta ( Figura 35). 

 

Figura 35. BPP anormales inducidas en meristemas de Allium cepa por exposición a TBZ Promedio (Mean), 

desviación estándar (SD.) y error estándar (SE). 
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1,23±2,14 1,85±3,21 DMSO ゅな%ょ 3,08±2,68 - 3,03±5,25 TBZ など 24,40±10,73** 30,30±3,60*** 37,64±7,25** TBZ 5ど 25,15±6,19*** 28,33±2,89*** 35,45±5,06*** TBZ などど   26,59±13,76*** 33,93±2,74*** 43,98±6,26*** TBZ に5ど 28,44±2,02*** 32,24±10,63** 39,74±3,25*** GSF ゅなどど ug/mlょ 33,73±8,94*** 35,14±1,60*** 37,74±1,98*** 
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Los porcentajes de HM también aumentan con l exposición a las concentraciones de TBZ 

ensayadas y al control positivo sin manifestar relación concentración respuesta (Figura 36). 

 

Figura 36. HM en células meristemáticas de Allium cepa expuestas a TBZ  y controles Promedio (Mean), 
desviación estándar (SD) y error estándar (SE)  

 
 

Los resultados obtenidos para el porcentaje de Fg anormales presenta el mismo esquema 

que la inducción de BPP y HM anormales  (Figura 37) 

  

Figura 37. Fg en células meristemáticas de Allium cepa expuestas a TBZ  y controles Promedio (Mean), 
desviación estándar (SD) y error estándar (SE) 

 
  

Del análisis de las estructuras microtubulares totales  se desprende que la exposición a TBZ 

disminuye  la frecuencia de figuras normales a la vez que induce la presencia de  figuras 

anormales  (Tabla 22; Figuras 38 y 39).  
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Tabla 22. Estructuras  microtubulares (MT) totales cada 1000 células observadas y microtúbulos aberrantes 

cada 100 estructuras observadas en células meristemáticas de A. cepa tratadas con TBZ.. 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
Student t.test *p<0, 05** p<0, 01 ***p<0,001 

 
 

 

Figura 38. Promedio (Mean), desviación estándar (SD) y error estándar (SE) de las estructuras microtubulares 
en  células meristemáticas de A. cepa expuestas a TBZ  y controles 
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Figura 39. Promedio (Mean), desviación estándar (SD) y error estándar (SE) de la frecuencia de estructuras 

microtubulares anormales  sobre totales en células meristemáticas de Allium cepa expuestas a TBZ  y controles. 
 

 

Las figuras analizadas con inmunolocalización de tubulinas y contratinción con Ioduro de 

propidio o con tinción DAPI manifiestan  BPP dañadas o ausentes (Figuras 40 a y d, 41 a), 

HM aberrantes (Figuras 40 b y c ; 41 b-e) y Fg aberrantes o ausentes (Figuras 40 d-f; 41 f). 

 

 
 

Figura 40. Estucturas microtubulares anómalas en células meristemáticas de Allium cepa expuestas a TBZ. a) 

BPP. b) HM.c) Célula binucleada (Fg ausente) d) BPP y Fg e) Fg  ausente f) huso despolimerizado.  1000X. 
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Fig. 41. a-d) células meristematicas de A. cepa expuestas a TBZ con tinción DAPI.  a´-d´) las mismas células con 
inmunolocalizacion antitubulina.  (1000 x). a) Profase.  a´) No se observa BPP. b) C-metafase. b´) Tubulina 
despolimerizada  c) C- metafase. c´) Microtubulos desordenados. d) Anafase con varios cromosomas rezagados 
d´) se observan microtubulos dispersos sin organización del HM. e) metafase con cromosomas no alineados y 
vagabundos. e´) Microtúbulos no organizados en HM. f) telofase.  f´)  Fg aberrante. ( 1000X) 

 

Los resultados obtenidos por exposición a 100 ug/ml GSF (Control positivo) indican que  

hubo un incremento estadísticamente significativo de las anormalidades en las BPP, HM y 

Fg. También se observa que los puentes en telofase presentaron  anormalidades en el HM 

(Figura 42 a - a´), inducción de Husos tripolares (Figura 42 b - b´) y MC con  Microtúbulos su  

interior a diferencia de los  Mn en los que estos no se detectan (Figuras 42 c-c´ y d-d´). 

 

Fig. 42. a-d) Células meristemáticas de Allium cepa expuestas a GSF 100ug/ml con tinción DAPI.  a´-d´) las 
mismas células con inmunolocalizacion antitubulina. a) Puente en telofase.  a´) Microtúbulos desorganizados  b 

Segregación tripolar y micronúcleo . b´) Huso tripolar  c) minicélula. c´) Se observan los microtúbulos en la MC 
d) Mn adyacente a telofase y MC, d´) no se observan microtúbulos en el interior del Mn. .  (A: 1000) 
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Si se comparan los resultados obtenidos para la exposición de las células meristemáticas de 

Allium cepa a los disruptores microtubulares Azz, TBZ y GSF, es posible reconocer que el 

efecto sobre los procesos microtubulares presenta diferencias sustanciales. Mientras que 

TBZ induce Bn y la observación microscópica permite detectar telofases en los que el FG no 

está presente, GSF  no induce células Bn  y los Fg anómalos aparecen incompletos o con 

formas difusas sin embargo, no se detecta ausencia de los mismos. Por otro lado, GSF indujo 

formación de Husos tripolares, MC  y alteraciones en los núcleos interfásicos mientras que 

TBZ no inducjo tripolares ni MC.  Ambos disruptores a su vez, se diferencians de los 

resultados obtenidos en los ensayos con Azzurro®, que no induce ni tripolares ni Bn. 
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5. DISCUSIÓN 

 

5.1. Fuentes de variabilidad en el ensayo de Allium cepa  

 

5.1.1. Parámetros de evaluación genotóxica  

 

El uso de plantas vasculares como modelos experimentales in vivo (Nivel III) (Mudry y 

Carballo, 2006) tanto en toxicología como en genética toxicológica, aporta información 

acerca de los efectos producidos por la exposición a agentes xenobióticos pudiendo las 

respuestas ser variables según la especie  utilizada (Grant, 1978; Ma et al., 1995; Cotelle et 

al., 1999; Abdel Migid, 2007).  

La prueba de  Allium cepa se aplica con métodos  estandarizados tanto para toxicidad como 

para genotoxicidad y constituye en la prueba de elección para este tipo de monitoreo entre 

las diferentes posibilidades que utilizan plantas vasculares  (Fiskesjo, 1993).  Al analizar la 

literatura, se puede apreciar  que los valores basales, propios de los controles para distintos 

parámetros evaluados mediante la prueba de Allium cepa, tales como el índice mitótico (IM), 

la frecuencia de aberraciones cromosómica (AC) y frecuencia de  micronúcleos (Mn),  

presentan una importante variabilidad  (Tabla 22).    Esta variabilidad es el reflejo de las 

diferentes condiciones en las que se realizan los ensayos. La fuente de  variabilidad en los 

resultados tiene su origen en las  condiciones experimentales incluyendo  variables tan 
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dispares como la  temperatura, disponibilidad de oxígeno y calidad del agua utilizadas para 

el control negativo, el tiempo de exposición y  el número de células contadas para el cálculo 

del IM, la  variedad de Allium cepa empleada y el tiempo que transcurre desde el momento 

de la cosecha hasta la utilización del bulbo. 

Tabla 22. Valores obtenidos, condiciones experimentales, referencia y origen del laboratorio  
en el que se realizó el ensayo con Allium cepa.   

 

IM: Índice mitótico. AC: aberraciones cromosómicas. MN: micronúcleos. N: Número de 
células contadas. T: temperatura del ensayo.  T: tiempo de exposición en horas. SD: sin datos. 

 

Los ensayos realizados en la presente Tesis Doctoral mantuvieron las mismas condiciones 

detalladas en el apartado 2 (Materiales y métodos). Cuando analizamos los valores 

obtenidos de  IM en estos ensayos  para todos los experimentos realizados, el valor 

promedio obtenido es  7,64±1,36 es decir, con un máximo de  9,25 y un mínimo de 6,57.  Los 

ensayos se realizaron minimizando la fuente de variación por causas experimentales, de 
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modo que  la variabilidad observada puede ser atribuida,  en su mayor parte,  a las 

características del sistema de ensayo.  

  

5.1.2. Tiempo de duración del ciclo celular en A. cepa Valcatorce  

 

La duración del ciclo celular  en A.llim cepa  presenta en la literatura una variación  que va 

desde 13,5 h hasta 23 h con  una duración entre 2 y 4 horas para la mitosis de acuerdo a  las 

diferentes condiciones de temperatura. (López Sáez et al., 1966; González Fernández et al, 

1966; Nuti Ronchi y Acara, 1967; Matagne, 1968).. Trabajos más  recientes, en los que se 

utiliza A.cepa  variedad Francesa para estudios de ciclo celular,  establecen el ciclo en 14 h 

(Pelayo et al., 2003).  El método que utilizamos para estimar  el tiempo  que transcurre en un 

ciclo celular para la variedad Valcatorce depende de los valores obtenidos para el IM,  y de la 

frecuencia observada de células binucleadas. Considerando la variabilidad que presentan 

ambos valores y el retardo en el ciclo celular  que podría provocar la exposición a los agentes 

en estudio,  el tiempo de 13 horas se sobreestimó en  15 horas  para cada ciclo. Los ensayos 

se realizaron durante 30 horas, permitiendo la exposición al agente durante dos ciclos de 

división celular, tiempo suficiente para que la acción asociada a la exposición fuera detectada 

por medio de biomarcadores de efecto.    

 

5.1.3. Influencia del oxígeno en la división celular de las células de A. cepa 

Como mencionamos previamente, la disponibilidad de oxígeno es un factor que varía en los 

ensayos  dependiendo del método que se utilice para suministrar aire a  las soluciones. En el 
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reporte de US Enviromental Protection Agency  del programa Gene-Tox.  Grant (1982) en la 

que se valida el modelo Allium cepa, se menciona la aireación continua como una de las 

condiciones de cultivo de los bulbos.  

En el método estandarizado por Fiskesjo (1993), así como en varias publicaciones 

posteriores, no se menciona la aireación como la metodología para mantener los niveles de 

oxígeno en las soluciones del ensayo.  En el referido método de Fiskesjo, este autor  propone, 

para mantener frescas las soluciones, el recambio de las mismas cada 24 horas,. Los 

resultados obtenidos al analizar los experimentales cuando no se  mantiene la aireación 

indican que la práctica de recambio de soluciones propuesto por Fiskesjo (1985), sin 

aireación, no es adecuada ya que la depleción de oxígeno es muy rápida y en 24 horas se 

produce hipoxia. El recambio de  las soluciones restablecería las concentraciones de oxígeno 

promoviendo la formación de radicales libres con el consecuente daño celular (Laderoute & 

Webster, 1997, Lushchak, 2005,  Dhar-Mascareño, 2005). 

  Los  ensayos realizados en la presente Tesis Doctoral,  demostraron que las células 

meristemáticas que crecieron en condiciones de hipoxia dan lugar a alteraciones celulares 

preletales que son semejantes a las lesiones ya descriptas para tejidos animales y denominadas oncosis, ゅderivado del griego onkos, ╉hincharse╊ょ. En este proceso la célula 
empieza a aumentar de tamaño por incremento de los cationes de sodio en el agua 

intracelular debido a la falta de producción de ATP, que impide mantener el control del 

volumen celular.   En este tipo de alteración preletal, la cromatina se condensa y en última 

instancia, se degrada. (Majno & Joris, 1995). El efecto observado en condiciones de hipoxia  

evidencia  claramente que las células meristemáticas de A. cepa presentan un metabolismo  

aeróbico y por lo tanto la disponibilidad de oxígeno es  una variable condicionante para el 

funcionamiento del ciclo celular normal. Los efectos de las variaciones en el oxígeno, 
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interferirían en las evaluaciones de los agentes de elección por alterar los parámetros 

indicadores en los estudios de genotoxicidad,  por lo tanto para todos los ensayos se 

mantuvo la aireación permanentemente.    

 

 5.2 Toxicidad y genotoxicidad del MTZ vinculado al daño oxidativo y la respuesta 

antioxidante 

 

Los resultados obtenidos por la exposición de las raíces de Allium cepa a MTZ  en su 

formulación farmacéutica Flagyl® dan cuenta del efecto tóxico de este compuesto sobre los 

procesos de crecimiento de la raíz mostrando una relación dosis respuesta. La concentración 

de 500 ug/ml de MTZ  inhibe el crecimiento de la raíz en más del  50 % con respecto al 

control. Las concentraciones que superaron dicha inhibición fueron descartadas para los 

ensayos de genotoxicidad (Rank, 1997).  Este criterio se tiene en cuenta para realizar los 

ensayos dentro de un rango de toxicidad tal que permite analizar el proceso de división 

celular. A medida que las  células meristemáticas se dividen, parte de éstas pasan a formar el 

tejido de elongación. En dicho tejido, las células ya no se dividen y se alargan por  

debilitamiento de la pared celular y ordenamiento de microfibrillas de celulosa (Córdoba 

Pedregosa et al., 2003). Es así que la raíz crece por contribución de 2 procesos, la división 

mitótica en el meristema, que permite la proliferación de las células y el aporte a los nuevos 

tejidos y el alargamiento  de las células, cuando pasan a formar el tejido de elongación.  

En la exposición  a MTZ en el rango 10-250 ug/ml,  el análisis genotóxico sobre  las células 

meristemáticas indica que  la división celular  no se encuentra afectada por  la exposición al 

MTZ en las concentraciones y el tiempo ensayados en el diseño experimental propuesto. La 
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ausencia de efecto puede tener explicación tanto en la naturaleza química del MTZ, como en 

las características metabólicas de las células meristemáticas de Allium cepa.   

El  MTZ es un compuesto ampliamente estudiado en diferentes modelos experimentales en 

todos los niveles de ensayo, con resultados controvertidos como se menciona en el apartado  

1 (Introducción).  Se conoce que la metabolización del MTZ en mamíferos ocurre por la vía 

oxidativa  por medio del sistema de Citocromo P450  (CYP), formando metabolitos 

hidroxilados y acetilados  mediante la oxidación de la cadena alifática (Templeton, 1977).  

Varios estudios indican que estos compuestos oxidados muestran efectos genotóxicos al 

aplicar el Ensayo Cometa  (Elizondo 1996; Menéndez, 2001; Rodríguez Ferreiro et al., 2002), 

también en sistemas bacterianos ( Connor, et al., 1977; Voogd et al 1979; Loft, 1990) y en 

líneas celulares  (Menéndez,  2002).  

En este contexto, cabe considerar que en las plantas vasculares,  el sistema de citocromos 

P450 se encuentra involucrado en procesos de detoxificación (Werc et al., 1990; Sanderman, 

1992; Guencheva and Pêgas Henriques, 2003)  y los metabolitos oxidados se podrían formar, 

aunque como se mencionó previamente, en los ensayos realizados en Allium cepa no se 

detectaron los efectos genotóxicos mencionados en la literatura. 

Es ampliamente aceptado que la reducción del grupo nitro es responsable de la actividad 

terapéutica del MTZ (Stratford and Adams, 1982) sin embargo la vía reductiva de 

metabolización del MTZ requiere la presencia de un sistema de transporte de electrones con 

bajo potencial redox (Rasoloson et al., 2002).  Como ya fue demostrado, el oxígeno es 

condicionante en  el funcionamiento de las células meristemáticas de Allium cepa 

evidenciando que las  mismas presentan un metabolismo aeróbico y en  condiciones de 

aerobiosis, la bioreducción de sustancias con bajo potencial redox se encuentra 

desfavorecida. (Moreno et al., 1983;  Raheter y Hanel, 2003). El bajo potencial redox del 
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grupo nitro en el MTZ es responsable de que la vía  bioreductiva sea improbable en células 

oxigenadas como las meristemáticas de la raíz de Allium cepa (Schmid y Smichd, 1999; 

Abreu, 2002). La  activación bioreductiva es mediada por la actividad nitroreductasa 

(Adams, 1992),  sensible ante la presencia de oxígeno, lo que explicaría que la toxicidad del 

MTZ fuera menor en células oxigenadas que en células hipóxicas (Peterson  et al., 1979).    En 

los organismos anaerobios el grupo nitro del MTZ  se reduce dando un radical nitroanión 

con adición de 6 electrones  por molécula (Freeman et al., 1997; Gardner y Hill, 2001), que 

por sucesivas reducciones enzimáticas conducen a la formación de hidroxilamina y amina 

primaria (Edwards, 1993). Se forman radicales tóxicos capaces de reaccionar directamente 

con componentes celulares esenciales incluido el ADN (Raether y Hänel, 2003). Si este 

proceso de bioreducción completa ocurriera, se esperarían efectos tóxicos y genotóxicos 

producidos por la hidroxilamina que es el intermediario más reactivo de la vía bioreductiva 

del MTZ. Estos metabolitos reaccionan con biopolímeros nucleofílicos, dado que se pueden 

unir covalentemente a varias macromoléculas, incluyendo el ADN (Edwars, 1986; Kedderis y 

Miwa, 1988).  

No existen antecedentes de ensayos de evaluación de efecto realizados con MTZ  en modelos 

que utilicen plantas vasculares, aunque sí hay bibliografía que refiere ensayos con 

hidroxilamina, que arrojan como resultado un porcentaje elevado de aberraciones 

cromosómicas sobre las células del mertistema de Allium cepa (Kaul y Choudhary, 1975).  

Tomando en consideración este dato extraído de la literatura y sabiendo que es improbable 

que ocurra la bioreducción completa por las razones anteriormente referidas,  la ausencia de 

genotoxicidad en las células meristemáticas expuestas a MTZ podría ser un indicio de que la 

hidroxilamina  no se produjo  por bioreducción del MTZ, en las condiciones en que se 

realizaron los ensayos.   
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En condiciones aeróbicas la reducción podría tomar parte, con la adición de  un solo  

electrón hacia el  radical nitro anión que es oxidado en presencia de oxígeno recomponiendo 

la molécula original y con la formación de un anión superóxido. Este ciclo fútil genera 

especies reactivas del oxígeno (ROS) sin pérdida de la molécula original. Varios autores 

coinciden en que la generación de radicales nitroanión por bioreducción del MTZ es 

difícilmente detectable en células aeróbicas, ya sea porque  el radical nitroanión reacciona 

con el oxígeno en el mencionado ciclo fútil o por  que el MTZ compite con el oxígeno por los 

electrones (Moreno et al., 1983).     

Una forma de evaluar  si los tejidos  estuvieron expuestos a ROS es analizar la respuesta 

antioxidante  enzimática y no enzimática y el daño oxidativo (Offord et al., 2000).  Con este 

objetivo se realizaron los ensayos sobre el tejido meristemático y sobre el de elongación de 

las  raíces de Allium cepa expuestas a 250 ug/ml de MTZ. Los resultados obtenidos dan 

cuenta de que las exposición a MTZ, en concentraciones que afectan el crecimiento de la raíz,  

presentan en el tejido meristemático, respuesta antioxidante principalmente enzimática, por 

aumento de la actividad superóxido dismutasa (SOD) y Catalasa (CAT)  y no enzimática, por 

incremento del glutatión reducido (GSH) y la relación ascorbato reducido/ ascorbato 

oxidado (AA/ADH). El ascorbato ASC  es una molécula muy importante en las plantas 

vasculares. Se encuentra involucrada en varios mecanismos antioxidantes y en la regulación 

de la elongación  de la raíz, en la división celular y en la proliferación (Córdoba y González 

Reyes, 1994; González Reyes et al., 1998; Arrigoni, 1994; Potters et al., 2002).   El ascorbato 

reducido se oxida a monodehidoascorbato (MDHA) y dehidroascorbato (DHA) y en las 

plantas existen mecanismos que regulan las concentraciones de esos metabolitos en 

diferentes tejidos dando lugar a una relación AA/DHA adecuada al estado metabólico 

(Horeman et al., 2000; Pacciolla 2001).   
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Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis Doctoral, para la fracción meristemática de 

Allium cepa,  indicarían que se indujo la generación  de ROS y que fue contrarrestada por los 

sistemas  antioxidantes  enzimáticos y no enzimáticos.  Las ROS son constantemente 

producidos en las células (Gutteridge, 1994) y el principal origen de los ROS endógenos es el 

metabolismo oxidativo en la mitocondria y procesos como la inflamación. Durante el proceso 

de producción de energía por la cadena respiratoria mitocondrial  4 electrones son 

adicionados al oxígeno molecular dando como resultado la formación de dos moléculas de 

agua.  Se estima que entre el 1 y 4 % del oxígeno que ingresa a la célula forma alguna de las 

siguientes especies: anión superóxido (*O2-), radical hidroxilo (*OH), o peróxido de 

hidrógeno (H2O2). Estas moléculas reaccionan con otras no radicales.  La cadena respiratoria 

es la mayor fuente de *O2-  que por dismutación genera H2O2 por una reacción mediada por 

la familia de las superóxido dismutasas (SOD). El H2O2 puede formar el radical *OH 

altamente reactivo. El H2O2 es detoxificado por el sistema de enzimas glutatión peroxidasa 

(GPX) y catalasa (CAT) (Brazilai et al., 2002).  La respuesta antioxidante aumentada por la 

exposición a MTZ sería compatible con las especies formadas por reacción del MTZ con el 

oxígeno en el  ciclo fútil.  

El tejido de elongación no presenta la respuesta enzimática pero sí aumentan 

significativamente la respuesta no enzimática GSH y los compuestos que reaccionan con el 

ácido tiobarbitúrico (TBARS), indicador de peroxidación lipídica. La peroxidación lipídica es 

un proceso en el que los lípidos son oxidados (Sevanian & Mc Leod, 1997) por el radical 

hidroxilo y otras especies radicalarias ,llevando a la formación de radical hidroperóxido que 

ataca los ácidos grasos poliinsaturados, reiniciando el proceso y estableciendo una cadena 

de propagación de daño peroxidativo (Martinez-Cayuela, 1998).  
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La diferencia en la respuesta de los tejidos meristemático y de elongación observada en A. 

cepa, da cuenta de las diferencias en el metabolismo y en las condiciones redox de ambos 

tejidos.    Dado que estamos frente a un ensayo agudo, el tiempo de la exposición  no permite 

conocer si estas lesiones son reversibles y de qué forma un mayor tiempo de exposición 

afectaría a las células meristemáticas. Las concentraciones de oxígeno del ensayo 

corresponden a valores cercanos a la saturación, podría ser que  menores tenores de 

oxígeno, dentro de niveles que no afecten el funcionamiento de la célula, pudieran modificar 

los resultados.  

En este contexto, son necesarios estudios más completos para evaluar estos factores que 

podrían arrojar luz sobre los mecanismos de acción del MTZ.  Los resultados controvertidos 

referidos en la literatura, podrían entonces  estar vinculados con las características de los 

tejidos expuestos, el tipo de sistema utilizado, la disponibilidad de oxígeno y la capacidad 

antioxidante de las células y en conclusión, el potencial genotóxico del MTZ dependería de 

las condiciones metabólicas del tejido expuesto.  

 

5.3 Toxicidad y genotoxicidad del TBZ: vinculación con el daño microtubular  

 

5.3.1. Toxicidad y genotoxicidad  

 

Como se describió en el apartado 1.2.1., el potencial genotóxico del TBZ es discutido, ya que 

las investigaciones realizadas describen resultados tanto negativos como positivos al 

analizar el potecial efecto deletéreo tanto para diferentes sistemas in vivo como in vitro.  
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Se ha sostenido que la polaridad del anillo imidazólico podría favorecer la unión de estos 

compuestos al ADN, lo que llevaría a la formación de aductos en la molécula.  Algunos 

trabajos concluyen que el tiabendazol no provoca daños genotóxicos significativos, debido a 

que no posee posibilidad de generar carbamatos; ni es metabolizado a este tipo de 

sustancias, a diferencia de otros compuestos químicamente similares como el benomil y el 

carbendazin (Lankas et al., 2001).  

Acorde a  este concepto, un ensayo realizado en Allium cepa en el que se evalúa la 

clastogenicidad de 4 compuestos imidazólicos,  benomyl, carbendazim metil-tiofanate, 

tiabendazol y fuberidazol, muestran efectos genotóxicos de tipo clastogénico sólo para el 

benomil y el carbendazim (Sahu et al., 1983) 

Sin embargo, otras investigaciones demostraron que el tiabendazol inhibe el ensamblaje de 

los microtúbulos lo que explica su capacidad para provocar aneuploidías (Mailhes et al. 

1997).  

Las células meristemáticas de Alium cepa  expuestas  a las  concentraciones de TBZ 

estudiadas por exposición a la formulación farmacéutica Foldan® con el diseño 

experimental propuesto en este trabajo de Tesis Doctoral, muestran efectos tóxicos 

evidenciados en la inhibición de la elongación de la raíz.  

A diferencia del MTZ que presentó un correlato en los efectos sobre la división celular ya que 

produjo la inhibición en el IM e indujo aberraciones cromosómicas anafase-telofase y 

micronúcleos, al evaluar TBZ, los biomarcadores de genotoxicidad tales como C-metafases, 

anafases desorganizadas, cromosomas rezagados, células poliploides, binucleadas y 

micronúcleos son indicadores de efecto genotóxico vinculado  con disrupción de los sistemas 

microtubulares. Cabe aclarar que la elongación de la raíz depende de la organización de los 
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microtúbulos corticales que dirigen las microfibrillas de celulosa en la dirección de 

crecimiento de la célula, por lo tanto la disrupción microtubular también podría afectar este 

proceso de elongación meristemática.  

 Entre los mecanismos que se que podrían ver afectados por agentes disruptores de los 

microtúbulos se encuentran el balance entre el ensamble y desensamble de los monómeros 

de tubulina (Cassimeris et al., 1988), la inestabilidad dinámica de los microtúbulos en 

metafase-anafase (Taylor et al., 2004) y la regulación y control de la transición metafase-

anafase  por los complejos proteicos (Crane et al. 2004; Meraldi et al., 2004; Vangareli et al., 

2004).  

 La inhibición en el IM, la frecuencia de Mn y de BN presentan una relación concentración–
respuesta y si bien la frecuencia de aberraciones anafase-telofase se encuentra 

estadísticamente aumentada de forma significativa en todas las concentraciones para el 

rango 50-250 ug/ml de TBZ ensayadas, no se manifiesta la relación concentración –
respuesta, antes referida para los otros biomarcadores. Este resultado se puede interpretar 

considerando que muchas células aberrantes mueren o quedan detenidas en interfase y que 

ello se refleja en la inhibición del IM. Dado que los resultados se expresan como número de  

aberraciones cada 100 anafases y telofases, parte de las células dañadas que no ingresan a 

mitosis no contribuyen a la contabilización de células aberrantes.  Cuando la fracción de 

células que no ingresan a mitosis es muy alta (toxicidad mitótica elevada), los valores de 

frecuencia de aberraciones anafase-telofase pueden disminuir si se incrementa la 

concentración del tóxico. Este tipo de respuestas las hemos observado como efecto de la 

exposición en las concentraciones más elevadas de Azzurro y de Griseofulvina, agentes de 

caracterizada acción disruptora de microtúbulos .  
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El aumento de la frecuencia de micronúcleos es un indicio  de que las células se 

desprendieron de parte del material genético. En el contexto de los resultados obtenidos, el 

material genético contenido en los micronúcleos podría estar constituído por cromosomas 

rezagados o por ADN en exceso que es extruido de la célula  (Lindberg et al., 2007; 

Fernández et al., 2007).  

 Las  células binucleadas  aumentan su frecuencia con la concentración y se encuentran 

mayoritariamente en interfase, algunas en profase y sólo una, se observó en prometafase. El 

paso de una fracción de Bn  a mitosis se pone en evidencia por la presencia de células 

poliploides que sumaron a la condición de binucleadas la disrupción del huso mitótico 

(Giménez Abián et al., 2004).  

Como se mencionó en el apartado 1.2.1. (Introducción) los resultados que presenta la 

literatura en cuanto a la genotoxicidad de TBZ  para diferentes sistemas de ensayo coinciden 

en que este compuesto induce disrupción en los microtúbulos, aunque ensayos realizados en 

plantas arrojan resultados negativos en la evaluación de genotoxicidad (Sahu, 1983) y en la 

evaluación de daño microtubular   (Voutsinas et al., 1997). Los resultados obtenidos en la 

presente Tesis Doctoral son concordantes con el efecto disruptor de las organizaciones 

microtubulares en cuanto al tipo de aberraciones anafase- telofase asociadas a un probable 

efecto deletéreo sobre el huso mitótico.  

También observamos otros aspectos citológicos tales como las células binucleadas que 

podrían ser producidas por mala formación del fragmoplasto (Mineyuky et al., 1988) y  los 

planos de división oblicuos, que podrían estar relacionados con daño en las Bandas  

Preprofásicas que imprimen esta característica para cada evento de mitosis (Giménez Abián,  

1998).   
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 Cuando se compara la respuesta de A. cepa a partir de  los resultados obtenidos para los 

otros compuestos de conocida acción disruptora de los microtúbulos analizados  en la 

presente Tesis Doctoral, como son el Azzurro y la Griseofulvina, se encuentran diferencias en 

la inducción de algunas de las aberraciones anafase- telofase como en las alteraciones de 

núcleos interfásicos. La inducción de células poliploides y binucleadas fue observada 

diferencialmente en las raíces expuestas a TBZ, mientras que la exposición a Azzurro indujo 

prioritariamente anafases desorganizadas como indicadores de disrupción del huso 

mitótico. Otros indicadores de  ruptura de cromatina como los anillos y los puentes también 

se observaron por exposición Azzurro y a Griseofulvina. En esta última  se agregó la 

inducción de células tripolares o multipolares junto con alteraciones en los núcleos 

interfásicos como  Minicélulas y Yemas nucleares.  

Mientras que la exposición de células meristemáticas de Allium cepa  a TBZ y GSF indujo un 

aumento estadísticamente significativo de la frecuencia de Mn, Azzurro no presentó 

inducción significativa de este biomarcador. La exposición a Azzurro para las 

concentraciones ensayadas tampoco indujo células binucleadas ni poliploides. La presencia 

de anillos y puentes daría cuenta de otros efectos genotóxicos que contribuyen a detener o 

retrasar el ingreso a la mitosis. Estos resultados son concordantes con  los obtenidos en 

otros sistemas in vitro, como son la exposición de linfocitos de sangre periférica a la 

concentraciones ensayadas en la presente Tesis Doctoral,  que son 1 y 10 ug/ml de Azurro, 

las  que  si bien indujeron aberraciones cromosómicas e inhibición del IM, no produjeron 

incremento significativo en la frecuencia  de micronúcleos hasta la concentración 25ug/ml, 

(Soloneski et al., 2001, 2002 a). Los ensayos realizados por otros autores en células de 

Ovario de Hámster Chino (CHO) para  las mismas concentraciones de Azzurro demostraron 

que  inhiben significativamente el IM y no inducen daño celular al realizar el Ensayo Cometa 

con dosis mayores que 50 ug/ml (Soloneski et al., 2002 b).   
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En A. cepa las aberraciones anafase-telofase más frecuentemente inducidas son las anafases 

desorganizadas  que probablemente se resuelvan sin pérdida ni ganancia de cromosomas. El 

efecto más notable para este rango de concentraciones de Azzurro® y en las condiciones del 

diseño experimental utilizado en este trabajo de Tesis Doctoral es la toxicidad mitótica, 

manifestada por la inhibición del IM. Los resultados obtenidos en los diferentes sistemas de 

ensayo para las concentraciones utilizadas en la presente Tesis, se podrían explicar  por 

mecanismos de acción indirecta a través de ciertos productos de la  metabolización del 

Azzurro como sería por ejemplo la formación de radicales libres y de especies reactivas del 

oxígeno (ROS) en coincidencia con lo descripto en otros niveles de complejidad para 

monitoreo de agentes químicos (Solonesky et al.,2002 b). La concordancia de los resultados 

obtenidos en A. cepa  por la exposición a Azzuro®, con los obtenidos en otros sistemas in 

vitro indicarían que los procesos involucrados estarían presentes en ambos tipos de 

sistemas.    

Las células meristemáticas sometidas a tratamiento con  GSF mostraron varios tipos de 

aberraciones asociadas a ruptura de la cromatina y a disrupción microtubular. La GSF  es 

una sustancia derivada de la coumarina, utilizada como eficaz agente antifúngico y que es 

ampliamente usada en ensayos genotóxicos como control positivo debido a su característica 

acción sobre el huso mitótico con inducción de C-metafases y mala segregación hasta una 

completa desorganización del huso mitótico y generación de poliploidía (Voutsinas et al., 

1997). También produce una  fuerte inducción de micronúcleos (Kalweit et al., 1999).  A 

diferencia del TBZ y del Azzurro, GSF indujo presencia de núcleos tripolares en las células 

meristemáticas de Alliu cepa pero no células poliploides. Además,  la exposición a GSF indujo 

la deformación de los núcleos interfásicos y la presencia de minicélulas, yemas nucleares, 

células multinucleadas y Micronúcleos.   
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Analizando los resultados comparativamente para los  compuestos TBZ, Azzurro y GSF, se 

puede concluir que si bien los 3 inducen aberraciones compatibles con el daño a nivel de los 

microtúbulos,  presentan diferencias que se permitirían arriesgar distintas interpretaciones.  

En primer término, una diferente afinidad de los compuestos por las tubulinas o una 

diferente capacidad para el ingreso a la célula. Otra explicación sería la que surge cuando  

ponemos la atención  en que los mecanismos vinculados podrían presentar diferentes 

blancos de ataque en las células. El modo de acción propuesto para el TBZ es la inhibición en 

la polimerización de las tubulinas por unión covalente (Prichard 1994) sin embargo, 

estudios recientes sugieren que más que impedir la polimerización,  afecta la dinámica de 

polimerización y el balance entre  las tubulinas libres y las polimerizadas, inhibiendo el 

control autoregulatorio de la síntesis de tubulinas (Pisano et al., 2000; Carballo et al., 2006).  

El efecto sobre los microtúbulos ejercido por la exposición a GSF  se atribuye al bloqueo de la  

producción de los microtúbulos por unirse a proteínas asociadas. Los resultados obtenidos 

en este trabajo de Tesis Doctoral para los 3 compuestos son concordantes con los reportados 

en otros sistemas de ensayo in vitro, indicando que A. cepa es un modelo experimental que 

permitiría evaluar la genotoxicidad por disrupción microtubular, como se detalla a 

continuación. 

 

5.3.2. Daño microtubular por exposición a TBZ 

 

 Como se expuso en el apartado 1.4.3., los microtúbulos se organizan en estructuras 

secuenciales siguiendo las fases de la mitosis. Esta secuencialidad se encuentra condicionada 

al adecuado intercambio de monómeros de tubulinas durante la división celular 
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determinado por  el comportamiento dinámico de los microtúbulos que es la base 

fundamental de la conformación microtubular (Dhonukshe & Gadella, 2003). Los resultados 

obtenidos por exposición a TBZ  indican que todos los procesos microtubulares asociados a 

la mitosis en las células meristemáticas de A. cepa se encuentran afectados por esta 

exposición. Este efecto  se evidencia por la disminución de estructuras asociadas tanto a la 

mitosis como las BPP, HM y Fg como al incremento del daño en las mismas. La disminución 

en las estructuras por exposición a TBZ se podría  vincular con la disminución observada del 

índice mitótico, que como se mencionó previamente, podría ser consecuencia de la 

detención de las células con daño genético en la interfase.  

Otra explicación es que la disrupción de la dinámica de formación de estas estructuras 

impidiera el comienzo de la mitosis aún cuando las células no presentaran alteraciones 

genéticas. El análisis de los resultados obtenidos al aplicar la técnica de inmunolocalización 

de tubulinas concuerda con los obtenidos en el análisis con la tinción cromosómica 

convencional, en el hecho de que el rango de concentraciones  50-250 ug/ml de TBZ es 

equivalente con la inducción del daño. Este efecto podría reflejar que parte de las células 

dañadas no ingresan a mitosis por quedar detenidas en interfase.   

Otra interpretación de estos resultados podría estar dada por el efecto del TBZ  sobre la 

dinámica microtubular que podría impedir observar una relación concentración efecto, por 

estar afectada la dinámica de polimerización y despolimerización basada en el control 

autoregulatorio de la síntesis de tubulinas como proponen en algunas publicaciones Pisano 

et al., (2000). Al comienzo de  la mitosis las PPB se forman determinando la orientación del 

plano de división de las células meristemáticas, este proceso comprende la conexión entre 

las tubulinas de las BPP y las de los HM durante la prometafase (Wick et al., 1983; Gimenez 

Abián et al., 1998, Mineyuky, 1999).  Subsecuentemente, las fibras de los microtúbulos dan 
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lugar  al HM que se orienta perpendicular  a este plano y  guía la segregación de las 

cromátidas a los polos de las células a través de la unión cinetocoro-microtúbulo (Wick y 

Duniec, 1984; Yu et al.,  2000). En el comienzo de la telofase, las tubulinas que forman parte 

de la zona media del HM forman el Fg, el que una vez formado, crece centrifugamente y guía 

las vesículas con material durante el proceso de citocinesis, para la formación de la nueva 

pared celular (Baluska et al., 1997b; Otegui & Staehelin, 2000; Dhonuskshe y Gadella 2003).    

La complejidad del proceso descripto está vinculada a la inestabilidad dinámica de los 

microtúbulos, basada en 4 parámetros que son: la tasa de alargamiento, la tasa de 

acortamiento, la frecuencia de catástrofe (transición entre el alargamiento y el 

acortamiento)  y la frecuencia de rescate (transición entre el acortamiento y el 

alargamiento).  La interferencia con este proceso produce desarreglos en la red 

microtubular y la respuesta a ese estímulo es el control de la división celular (Desai & 

Mitchison, 1997). La regulación de la dinámica microtubular está a cargo de varias proteínas 

incluyendo el complejo ciclina quinasa, el que al fosforilar las proteínas que estabilizan lo 

microtúbulos (inhiben la catástrofe), las inactivan y las proteínas que las desfosforilan las 

activan (Belmont et. al., 1990, Verde et al., 1992).  Los parámetros mencionados se modifican 

de acuerdo a la organización de los microtúbulos. Por ejemplo, se sabe que los microtúbulos 

que forman las BPP son más dinámicos y cortos, con una frecuencia de catástrofe mayor que 

los microtúbulos corticales (Dhonukshe & Gadella, 2003). Los  microtúbulos corticales se 

despolimerizan aumentando la cantidad de tubulinas libres que son utilizadas para la 

formación de nuevos microtúbulos que forman parte de las BPP sin síntesis de nuevas 

tubulinas. Si estas tubulinas libres presentan afinidad con  el TBZ,  la  polimerización se verá 

afectada, pero también se verá afectado el control autoregulatorio de la síntesis de nuevas 

tubulinas.   
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También se sabe que estos parámetros son diferentes para plantas que para mamíferos, 

resultando en plantas en  una mayor tasa de recambio de tubulinas (Hush et al., 1994). La 

inhibición de la síntesis de tubulina mostró una relación concentración- respuesta en CHO, 

para 10 ug/ml y 25 ug/ml así en esta última concentración  se pudo observar un 80 % de 

inhibición (Pisano et al, 2000). Este resultado de la literatura es acorde con los hallazgos del 

presente estudio en el sentido de que existe un límite para el efecto observado que es  

función de las concentraciones ensayadas, posiblemente porque existe saturación de 

moléculas de TBZ que se puedan unir a las tubulinas libres. En el mismo trabajo de la 

bibliografía, los autores refieren que el TBZ presenta un afinidad mayor por tubulinas 

acetiladas, concepto que también podría explicar los límites en la afinidad con las tubulinas 

con diferente estado transicional (Pisano et al., 2000). 

 El control de la síntesis de tubulinas es a nivel transcripcional y la  expresión de cada familia génica ゎ- y  が-tubulinas dependerá de condiciones intrínsecas de la célula y de estímulos externos. La disponibilidad de monómeros  ゎ y が puede depender también de mecanismos 
que controlan la estabilidad del RNAm y la síntesis de proteínas. La subregulación de la 

síntesis de tubulinas por incremento de dímeros de  tubulinas no polimerizadas y 

monómeros depende de por lo menos 2 mecanismos descriptos en células animales. Uno 

opera sobre la cadena naciente de la cadena polipeptídica de が-tubulina, dímeros de tubulina 

no polimerizados se unen al motivo MREI del extremo  N-terminal común a las が tubulinas y 
causa la inactivación de una RNAsa que degrada específicamente RNAm de tubulinas.  

Si bien hasta ahora no se demostró que este tipo de  mecanismo autoregulatorio exista en plantas, sí existen evidencias indirectas dado que muchas  が-tubulinas en ls mismas contiene  

MREI como tetrapéptido inicial. Otras evidencias fueron obtenidas en cultivos de células de 

soja (Ebel et al. 2001) y de arroz (Giani et al. 2002).   
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 Experimentos realizados con un mutante de Aspergillus nidulans con microtúbulos 

hiperestables a 37°C, demostraron que la exposición a TBZ permitía el crecimiento de la 

colonia por inducir la despolimerización,  posiblemente  por unirse a tubulinas libres e 

inducir en  los procesos regulatorios, una tendencia a liberar las  tubulinas polimerizadas 

como respuesta más rápida a la síntesis de novo.   

Los resultados obtenidos con Azurro® y GSF no difieren de los obtenidos con TBZ en cuanto 

a que afectan los 3 tipos de estructuras, sin embargo Azzurro presenta alta toxicidad 

mitótica para la concentración ensayada de  10 ug/ml y que se ve reflejada en la  

disminución de estructuras normales y anormales, este resultado es acorde con  lo 

reportado en la literatura para la exposición de células de la línea CHO en las que los autores 

refieren que concentraciones superiores a 25 ug/ml presentan inviabilidad celular, 

sugiriendo que otros mecanismos diferentes a la disrupción de los microtúbulos estarían 

actuando en la toxicidad del Azzurro (Soloneski et al., 2002).  

 La GSF  utilizada como control positivo en este trabajo de Tesis Doctoral,  indujo también 

daños a nivel microtubular  para la concentración 100 ug/ml ya que registramos inducción 

de husos tripolares, no observados en la exposición a Azzuro ni a TBZ.  Cuando se comparan 

los resultados obtenidos  en la caraterización de efecto mediante la técnica de 

inmunolocalización con los obtenidos con la tinción convencional, se puede apreciar que los 

valores de elevada toxicidad mitótica para el TBZ no disminuyen la frecuencia de 

aberraciones cromosómicas como sí ocurre con la exposición a Azzurro y GSF y tampoco en 

cuanto a la formación de los microtúbulos aberrantes. Estos hallazgos permiten sugerir que 

Azzuro y GSF producirían efectos tóxicos por mecanismos diferentes que el del daño 

microtubular. Esta hipótesis tendría sustento al proponer  que la GSF induce otros tipos de 

aberraciones indicadores de clastogénesis y núcleos interfásicos aberrantes y que el Azzurro 
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no muestra  aberraciones anafase-telofase acordes al daño microtubular observado, 

permitiendo proponer que una fracción de las células  mueren o se detienen en interfase.  

El análisis con tinción convencional de las células meristemáticas de A. cepa expuestas a las 

concentraciones ensayadas de TBZ  presenta efectos tóxicos y genotóxicos que concuerdan 

con  los efectos observados en el análisis de inmunodetección de tubulinas, sugiriendo que el 

mecanismo de acción más importante se explica por la unión de TBZ a las tubulinas. Los 

resultados obtenidos para la exposición a Azzuro y GSF  podrían indicar otros mecanismos  

relacionados tanto con la toxicidad como con la genotoxicidad que se suman a la disrupción 

microtubular. 

 La inducción de husos tripolares fue reportada en CHO tanto para Azzurro (Soloneski, 2002) 

como para TIabendazol (Pisano et al., 2000;  Carballo et al., 2006). En las células 

meristemáticas de A. cepa este tipo de daño no se observó  para ninguno de los dos agentes 

evaluados.  La GSF induce tripolares  en distintos sistemas sugiriendo otro mecanismos de 

toxicidad micortubular que TBZ y  Azzurro®. Este resultado podría dar cuenta de las 

diferencias descriptas en el apartado de 1.3.4.3 en cuanto a la diversidad en los centros de 

organización microtubular para células animales y plantas vasculares que comprenden 

aspectos estructurales, espaciales y moleculares distintos.   

5.4. PERSPECTIVAS FUTURAS: 

 -Los  ensayos realizados para la presente Tesis Doctoral  aportaron información original 

sobre el potencial genotóxico de los agentes estudiados, si bien más estudios cambiando los 

tiempos de exposición podrían informar acerca de la reversibilidad de los efectos. Por 

ejemplo el daño oxidativo y la respuesta antioxidante observados en la exposición a MTZ,  

durante 30 h se podría ensayar a nuevo incorporando a la batería de análisis  un tiempo de 
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exposición mayor,  variable  a incluir en futuros análisis. Otra variable que podría influir en 

los resultados son los niveles de oxígeno disponible dentro del rango de tolerancia 

fisiológica para las células mersitemáticas ya que como se mencionó previamente, el oxígeno 

está involucrado en reacciones de reducción del MTZ y las diferentes condiciones de 

disponibilidad de oxígeno podrían dar lugar a resultados diferentes en cuanto a la 

genotoxicidad del MTZ.  En la presente Tesis Doctoral nse demuestra que los ensayos 

realizados en raíces meristemáticas de  Allium cepa  analizando simultáneamente la  

genotoxicidad y el estrés oxidativo,  aportan indicios de exposición a ROS y nueva 

información acerca de los posibles mecanismos involucrados en el metabolismo del  MTZ 

dando real dimensión al valor del estudio realizado.   

 

-Cuando las células se exponen a un agente genotóxico, éste puede  producir toxicidad 

mitótica cuya dimensión podrá depender o no, de la dosis del agente involucrado. Se espera 

que a dosis mayores  se incremente la toxicidad mitótica,  a la vez que disminuye la 

genotoxicidad relativa ya que muchas células dejan de ingresar a mitosis y no contribuyen 

con la fracción de células que permiten detectar el daño genético. La fracción de células no 

dañadas que ingresan a mitosis será relativamente mayor disminuyendo entonces la  

probabilidad de generar un conjunto de células genéticamente  afectadas. Cuando los 

mecanismos de toxicidad mitótica son otros diferentes a la inducida por daño genético, el 

riesgo de establecer líneas celulares mutadas dentro del tejido sería aún menor.  Podría ser 

que los riesgos de daño genético permanente asociados con la exposición a agentes 

genotóxicos presenten riesgos diferentes asociados con la relación entre estas dos variables 

Toxicidad / Genotoxicidad.  En este contexto de reflexión surge el interés en  ampliar el 

conocimiento sobre  la relación entre toxicidad mitótica y genotoxicidad a la luz de evaluar  
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los riesgos de amplificación del daño producido por genotoxicidad, que resulta en 

mutaciones permanentes, con el potencial riesgo de establecer en el tejido  estirpes  

celulares transformadas.   

-Las investigaciones llevadas a cabo sobre los procesos relacionados con la dinámica de los 

microtúbulos y la regulación de la formación de los mismos dio lugar al advenimiento de la 

Tubulonómica, que es actualmente un campo de investigación con potencial aplicación en 

diferentes disciplinas, en particular en medicina ya que muchas enfermedades humanas se 

encuentran asociadas a mutaciones en genes involucrados con estos procesos que afectan la 

formación de dímeros de tubulinas y microtúbulos  (Kortazar et al., 2006).   Por otro lado, las 

drogas que previenen la formación de los husos mitóticos presentan interés por ser varias 

de las más frecuentemente utilizadas en las terapias contra el cáncer como la vinblastina, 

vincristina y taxol (Iwasaki, 1998).  Otro punto de interés, es la exposición accidental o 

terapéutica de los organismos a agentes disruptores de los microtúbulos como es el caso de 

los agentes estudiados en la presente Tesis Doctoral,  ya que por su potencialidad 

aneugénica, se encuentran vinculados con la etiología de enfermedades como el cáncer y 

otras afecciones de origen genético. Nuevamente la relación entre genotoxicidad y toxicidad 

mitótica podría esclarecer la diferencia entre el riesgo asociado a la exposición de los 

organismos a estos agentes  respecto de la capacidad de estos para ser aplicados en las  

terapias de  tratamiento del cáncer por su toxicidad mitótica.   

En la presente Tesis se demuestra que la exposición a  disruptores microtubulares puede ser  

puesta en evidencia con técnicas de inmunodetección de tubulinas. Sin embargo los 

mecanismos involucrados en el efecto sobre estas estructuras parecen presentar 

características diferentes, ya que parte del daño inducido es propio y característico de la 

estructura de cada agente. Investigaciones más detalladas se podrían realizar para ampliar el 
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conocimiento de los mecanismos involucrados en el daño microtubular y la potencialidad  

aneugénica de los agentes involucrados. Estos estudios incluyen aplicación de técnicas de 

colocalización de tubulinas y proteínas involucradas en la formación de los microtúbulos, así 

como el estudio de aspectos de la regulación de la dinámica microtubular y de la regulación 

genética de  la síntesis de tubulinas. 

 

.  

6. CONCLUSIONES  

1- Los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis permitieron evaluar la  

información aportada por el sistema de ensayo acerca de los mecanismos de acción 

genotóxica de agentes químicos  pertenecientes al grupo imidazólico, indicando  que la 

acción del MTZ estaría vinculada con la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) y 

la generación de radicales libres como fuera referido en otros trabajos y sugiriendo que el 

potencial genotóxico depende de las condiciones redox de las células expuestas y de la 

disponibilidad de oxígeno en las condiciones en las que se realiza el ensayo. Este aspecto, 

podría ser el origen de los resultados controvertidos referidos en la literatua como 

consecuencia de las diferencias presentadas en los diferentes tejidos en los que se aplica la 

evaluación genotóxica en los diferentes sistemas de ensayo.  Los estudios de 

inmunolocalizacion de tubulinas permitieron detectar el daño producido por el TBZ en las 

estructuras constituidas por microtubulos. La ausencia de la relación concentración 

respuesta podría ser indicio de alteración en la dinámica microtubular más que un efecto 

despolimerizador  en concordancia  con resultados presentados en otras publicaciones.   
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2- Los resultados obtenidos permitieron ampliar el conocimiento del sistema de ensayo 

constituido por la  raíz de  Allium cepa  al confirmar la respuesta diferencial de las regiones 

meristemáticas y de elongación en cuanto al daño oxidativo y la respuesta antioxidante por 

exposición a MTZ, indicando que las células meristemáticas presentan una respuesta más 

eficiente  frente a la producción de radicales libres. 

3- La aplicación de la metodología para evaluar el daño microtubular, confirmó los 

resultados obtenidos para la exposición a TBZ y Azzurro® reportados en células CHO. Sin 

embargo, se encontraron diferencias en algunos indicadores de daño. Allium cepa, no mostró 

la presencia de husos tripolares o multipolares  inducidos en  CHO  por TBZ y Azzurro, 

mientras que la  inducción de células binucleadas en  Allium cepa por exposición a TBZ no se 

observa en CHO,  sugiriendo que los procesos involucrados en la formación de esas figuras 

de daño difieren en ambos modelos y tendrían un correlato con las diferencias conocidas en 

los procesos de formación de los centros de organización microtubular (MTOC) y de la 

citocinesis respectivamente. 

3-El modelo   Allium cepa es un recurso valioso en toxicología y genotoxicidad, ya que 

permite caracterizar el daño y realizar en un mismo ensayo  y utilizando las raíces 

provenientes de un mismo individuo estudios complementarios de daño oxidativo, 

genotoxicidad e inmunodetección, como ensayos de corto plazo.  A las técnicas 

antemencionadas y utilizadas en la presente tesis, se podrán incorporar otras  como FISH y  

colocalización de proteínas vinculadas con los microtúbulos.   

 

4- Los efectos observados en las células meristemáticas por estar sometidas a condiciones de 

hipoxia son compatibles con los observados en las células de otros organismos y responden 
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a los procesos descriptos en otros modelos. Los procesos genéticos involucrados por la 

respuesta a hipoxia han despertado interés en los últimos años  y los resultados indican que 

las células meristemáticas podrían ser un buen modelo para estos estudios. 
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