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"EVALUACION DE AGENTES QUIMICOS CON POTENCIAL GENOTOXICO EN

CELULAS MERISTEMATICAS DE Allium cepa"

RESUMEN:

La toxicidad y genotoxicidad del Metronidazol (MTZ) y Tiabendazol (TBZ) fueron
estudiados en raices de Allium cepa. Ambos compuestos, inhibieron el crecimiento
de las raices en el rango de concentraciones 10-500 pg/ml. La exposiciéon a
250pg/ml MTZ, indujo peroxidacidn lipidica y aumento significativo en los niveles
de glutatiéon reducido en la zona de elongacién. En la zona meristematica no se
observé peroxidacion lipidica y la respuesta antioxidante enzimatica como
actividad catalasa y superodxido dismutasa y no enzimatica como contenido de
ascorbato y dehidroascorbato, se incrementaron significativamente. Las células
expuestas a 10-250 pg/ml de MTZ no mostraron efectos genotdxicos sugiriendo
que las defensas antioxidantes contrarrestaron los radicales libres generados por
exposicion a MTZ. El TBZ indujo efectos genotéxicos para rango de
concentraciones 50-250 pg/ml como inhibicion del indice mitético, alteraciéon de
indices de fase e induccién de biomarcadores citogenéticos de genotoxicidad. La
inmunodeteccion de moléculas de tubulina , demostré el TBZ induce daifio en las
estructuras microtubulares promoviendo anormalidades en la  segregacion
cromosOmica y en la citocinesis. Los resultados obtenidos indicaron que la accién
del MTZ estaria vinculada con la generacion de radicales libres, mientras que el
TBZ actuaria interfiriendo con la dinamica de formacidon de las estructuras

microtubulares.

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

Microtubulos.



"EVALUATION OF THE GENOTOXIC POTENTIAL OF CHEMICAL AGENT ON

MERISTEMATIC CELLS OF Allium cepa"

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 10-500 mg / pl. 250pg/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 pg / 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 pg / 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. INTRODUCCION

1.1. Toxicologia

1.1.1. Antecedentes historicos y Generalidades

Los efectos de la interaccién de las sustancias quimicas con los organismos,
es conocido mucho antes del desarrollo alcanzado por la ciencia actual
Historicamente, los venenos han sido utilizados para distintos fines. Existen
indicios que ilustrarian que el hombre prehistérico ya conocia las propiedades
téxicas de algunas plantas y las empleaba en la caza de animales impregnando las
puntas sus flechas. En el papiro de Ebers (Egipto, 1500 AC) se hallaron las
primeras recetas de venenos. Aristdteles (384-322) menciona el uso de venenos de
serpientes y Estrabdn, el de peces (63-20) Se sabe que Hipocrates (400 AC)
contaba con conocimientos de toxicologia. Dioscorides (Siglo I), cita el uso del tejo
y el eléboro, con efectos tetanizantes e hipotensores, el ultimo también usado por
los castellanos con el nombre de “yerba de las ballestas”. Maimdnides (1135-1204)

escribi6 un tratado llamado “Los venenos y sus antidotos”.

Actualmente, los bosquimanos de Africa 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 arafia. Otras
tribus africanas emplean desde hace tiempo semillas de Stophantus hispidus y

Stophantus kombe. Paracelsus (1493-1541) aporto las primeras bases cientificas de



la toxicologia diferenciando entre propiedades terapéuticas y toxicas. A partir de
esta distincion, surge el concepto de “dosis” como factor determinante para ejercer

la accidn téxica (Repetto Jiménez, 2009).

La toxicologia estudia los efectos adversos de las sustancias quimicas sobre
los organismos (Eaton & Klaassen, 2001). Una definicién mas amplia establece que
es la ciencia que se dedica al estudio de la interaccién entre agentes quimicos y
sistemas biolégicos, con el objetivo de determinar cuantitativamente, el potencial
que tienen los agentes quimicos para producir dafios en organismos vivos
(Ballantyne, 1999). Esta disciplina se ha desarrollado exponencialmente durante
los siglos XIX y XX acompanando el incremento de la produccién de drogas de uso
terapéutico, cosmético, y alimentario, asi como pesticidas y agentes quimicos
industriales. Dicho desarrollo determind la inclusién de otras disciplinas que
realizaron sus aportes en materia de informacién, disefios de investigaciéon y
meétodos, como la biologia, medicina, epidemiologia, quimica, fisica y matematica.

Actualmente, el campo de interés de los toxicélogos incluye areas como la
salud publica y ocupacional, la aplicacion en clinica humana y veterinaria, asi como
en agricultura e industria. La toxicologia moderna busca establecer el riesgo de la
exposicién de los individuos, su relaciéon con distintos agentes posibles como ser
los agentes quimicos y definir limites de tolerancia. Para esto es necesario conocer
la naturaleza de la exposicion quimica y su efecto bioldgico. El desarrollo de la
toxicologia molecular contribuy6 significativamente con la comprension de los
mecanismos involucrados en los efectos adversos de los sistemas bioldgicos (Gallo,

2001).



Para unificar criterios de interpretacion, el vocabulario en uso es
fundamental y por esta razon se detallan ciertos conceptos y expresiones. Se toma
como una exposicion, la situacién en la cual un agente puede incidir sobre una
poblacién, organismo, érgano, tejido o célula en determinadas concentraciones o
dosis, durante un determinado tiempo. La dosis se define como la cantidad de
xenobidtico que ingresa al organismo expresada en unidad del xenobidtico /peso
corporal. La concentracién del xenobidtico es la cantidad de sustancia aplicada en
el medio, expresada como unidad de peso o volumen / volumen del medio, la que
se conoce también como dosis de exposicién. 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 cronicas ya sean reiteradas o continuas y las agudas que se producen
una Unica vez. Ambas estdn asociadas a efectos cronicos y agudos
respectivamente. Cuando un organismo se expone a dos o mas agentes toxicos
pueden producirse efectos variados, un efecto aditivo tiene lugar cuando el efecto
total de la combinacidn de los agentes es igual a la suma de los efectos individuales,
en cambio cuando resulta mas téxico es un efecto sinérgico. Por el contrario,
cuando la toxicidad es menor el efecto es antagénico. La potenciacion ocurre
cuando una sustancia no téxica aumenta la toxicidad de otro quimico cuando se

administran simultaneamente (Eaton & Kleaasen, 2001).

El efecto de la exposicion a un agente téxico es observable a nivel de

individuo y es referido como relacién dosis efecto o concentracion efecto. La
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respuesta estd referida al porcentaje de la poblacién en la que se observa un mismo

efecto.

La eliminacién de una sustancia ocurre ya sea por excrecion o transformacion y asi
ésta 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
concentracion-tiempo dentro de dicho organismo. La vida media bioldgica (o vida
media) de una sisttancia dada es el tiempo que se necesita, a partir del momento
en que cesa la exposicion, para reducir a la mitad la cantidad de dicha sustancia
presente en el organismo. La biodisponibilidad es la fraccion de una dosis
administrada que entra en la circulacion sistémica y depende de la velocidad de
eliminacién. La eliminacién se puede dar antes de ingresar al sistema por
transformaciéon previa. Una vez que ingresa al organismo, la eliminacién
dependera de la biotransformacién de Fase 1 (Holmberg et al.,, 2001). Cuando un
xenobidtico ingresa a un sistema biolégico puede seguir varios caminos. Uno es el
que se elimine sin sufrir transformacion, otro es que se lleve a cabo un proceso de
biotransformacién. En este caso las transformaciones facilitan su eliminacion o
llevan a modificaciones estructurales que aumentan, disminuyen o cambian su
actividad toxica lo que determina que exista una relacién compleja entre
biotransformacion y toxicidad, La biotransformacién de xenobidticos impide que
éste se acumule en el organismo, sin embargo se puede producir bioactivacion o
activacién metabdlica, es decir formacién de productos intermedios mas téxicos
que la sustancia de origen. Contrariamente, se puede producir la desactivaciéon
metabdlica cuando el metabolito es menos reactivo que el xenobiético de origen

(Holmberg et al.,, 2001).



En la biotransformacién, dependiendo de las caracteristicas estructurales de
la sustancia se pueden considerar distintas fases que segin Williams (1969)
constituyen dos grupos:
Fase 1 o de primer paso: son biotransformaciones que aumentan la solubilidad
del téxico mediante la introduccién de grupos polares como OH-, NH2, COOH o SH,
que ademas de ser mas reactivos, facilitan el paso a la Fase 2. En general consisten

en reacciones de hidrolisis, oxidacion y reduccidn, catalizadas por enzimas.

Fase 2 o segundo paso: La biotransformaciéon de xenobiéticos puede estar
precedida o no por la biotrasnformacion en la Fase 1. Las reacciones involucradas
incluyen, conjugacién; en las que grupos reactivos (oxidrilos, amino, carboxilo,
epoxidos, halogenuro, por citar algunos) del xenobiético se unen a sustancias
enddgenas para originar compuestos mas facilmente eliminables. Los compuestos
enddgenos son iones acidos como el glucuronato, sulfato, acetato, y diversos tipos
de aminodacidos, ademdas del glutatiéon, también se producen reacciones de
alquilacién, preferentemente metilaciéon en atomos de oxigeno, nitrégeno y azufre
presentes en el xenobiotico. Las conjugaciones son reacciones que consumen
energia, lo que exige que uno de sus reactivos sea activado con el consumo de ATP,

requiriendo la accién de enzimas transferasas.

Hemos visto entonces que la toxicologia analiza los mecanismos de accion de
todos los agentes, en particular en lo que a agentes quimicos se refiera, tanto de
los naturales como de los manufacturados por el hombre, considerando los
rangos de exposicién cuando se encuentra como componente ambiental o por

exposicion durante las actividades de sintesis, produccion industrial, transporte,
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uso y disposicion.

1.1.2. Toxicologia ambiental

La perturbacién ambiental producida por el desarrollo humano comenzé6 a
tener relevancia en el momento en que la magnitud de la misma superd la
capacidad de los procesos naturales para asimilarla. El crecimiento poblacional de
la segunda mitad del siglo XX se caracteriz6 por la tendencia hacia el gigantismo
urbano. Se estima que en el periodo de 1950 a 1975 las poblaciones con mas de 5
millones de habitantes duplicaron su participaciéon en la poblacién urbana total
(Bramwel, 1977). Si consideramos que la densidad poblacional mundial es de 20
habitantes por km? y que la densidad urbana presenta mas de 2 drdenes de
magnitud, es comprensible que los problemas ambientales estén asociados al
suministro de agua y alimentos, la generacién de desperdicios y la necesidad de

viviendas y transporte.

Los impactos ambientales causados por la urbanizaciéon, se reducen a la
magnitud y concentracidn del uso de recursos y la de los desechos generados. El
comienzo de la industrializacion en el siglo XIX, trajo aparejado una busqueda de
mejores condiciones de vida que de la mano con los avances cientificos y
tecnologicos, incrementd y complejizé el impacto ambiental como consecuencia de
los cambios en la dinamica natural de la materia en los ciclos biogeoquimicos y el
contacto de los organismos con nuevas sustancias quimicas.

El objetivo principal de la toxicologia ambiental es evaluar los impactos que

produce la exposicion de la poblacién a los téxicos ambientales presentes en un
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sitio, transporte, destino y procesos de transformacién en el medio abiodtico
(Bordeau et al., 1989). La toxicologia ambiental abarca tanto el estudio de los
efectos toxicos de los xenobidticos 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 (Pefia et al., 2001) y se
propone producir conocimientos que permitan predecir los riesgos de las
poblaciones humanas ante la exposicion a condiciones de vida dadas por el
ambiente que a su vez es consecuencia del tridngulo naturaleza-cultura-politica. El
conocimiento y caracterizacién de enfermedades humanas y la relacién con la
exposicién 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 produccién agricola y los aditivos alimentarios, son fuentes de exposicién
directa en las personas, mientras que las mezclas ambientales complejas presentan
un caracter de exposicion indirecta y accidental. En este contexto, la toxicologia
ambiental adquiere relevancia, debido fundamentalmente a 3 causas:

e La considerable expansion industrial y los residuos generados por los

procesos.

e El desarrollo de las ramas de la quimica industrial, del plastico, de las
resinas, alimentaria, farmacéutica, agricola y nuclear responsables de la

presencia en el medio de nuevas sustancias.

e El reconocimiento de los riesgos de la exposicién de las personas, por

exposicion laboral y ambiental, a los téxicos industriales.



La contaminacién ambiental es considerada como la presencia o introducciéon
de sustancias, organismos o formas de energia 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, dafiando los recursos naturales o alterando el

equilibrio ecolégico de la zona (Albert, 1997).

Los contaminantes ambientales se presentan en los ecosistemas como mezclas
complejas, de dificil caracterizacion, tratamiento y disposicién final. El analisis de
estas mezclas incluye técnicas cuali-cuantitativas para conocer su composicion, asi
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. Asi surge la necesidad de
estudiar el efecto téxico de las mezclas sobre organismos modelo y la dindmica de

los contaminantes en los sistemas biolégicos.

1.1.3. Ensayos bioldgicos

Los ensayos bioloégicos conocidos como bioensayos se basan en
metodologias para determinar el efecto de agentes fisicos, quimicos u otros sobre
organismos de prueba bajo condiciones experimentales controladas. Los
bioensayos fueron desarrollados con la aplicacion de diferentes pruebas en el
campo de la toxicologia acuatica y terrestre (Hoffman et al., 1995) Estas pruebas
consideran diferentes tiempos de exposicion y diferentes especies y estadios del

ciclo de vida. La medida de la toxicidad se establece a partir de efectos
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observables, denominados puntos finales (del inglés “end points”). Estos efectos se
pueden establecer en diferentes niveles de organizacion bioldgica, desde el
subcelular o molecular, hasta el de organismos completos, poblaciones o
comunidades. Es asi que se incluye el estudio de procesos como muerte,
crecimiento, comportamiento, proliferacion, multiplicaciéon, cambios morfoldgicos,
genéticos, cromosoémicos, fisiolégicos o histolégicos. 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 cuantificacién de los
efectos se obtienen los pardmetros que permiten por medio de pruebas
estadisticas 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 bioldgico y dependera tanto de las propiedades quimicas del compuesto
como de su concentracién, segin sea la duracién y frecuencia de la exposicién al
téxico, y su relacién con el ciclo de vida del organismo (Ronco et al, 2004). La
toxicidad también es el resultado de la interaccién entre la sustancia y el sistema
biolodgico y los resultados de los bioensayos se vinculan a los organismos utilizados
como modelo de prueba. Cabe considerar en este contexto que los ensayos

bioldgicos no reproducen la realidad de una exposicion en condiciones naturales.

Los test de toxicidad que se basan en bioensayos son experimentos que
permiten estimar la naturaleza, constituciéon o potencia de un material mediante la
reaccion de la materia viva. Los bioensayos son utiles para detectar efectos
potencialmente téxicos en organismos e identificar los agentes que causan el efecto
adverso. Estos experimentos presentan requerimientos de validacién: deben estar

aceptados por la comunidad cientifica, presentar sustento estadistico, ser
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cuantificables, predictivos, reproducibles, robustos, realizables, econdémicos

sensibles y utiles para las evaluaciones de riesgo.

Segun el tiempo de exposicion los bioensayos se clasifican en:
Agudos: el tiempo de exposicion es corto en relacién con el ciclo biolégico
evaluado. Cronicos: el tiempo de exposicion es prolongado y abarca un ciclo de vida
completo o una etapa de desarrollo completa.
Subcrénico: se focaliza en etapas mas sensibles del ciclo de vida del organismo

expuesto y en evaluacion.

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 exposiciéon es variable y los “end points” estan constituidos por

parametros bioquimicos, genéticos, morfolégicos o comportamentales.

En el marco de la evaluacién de contaminaciéon ambiental, l1a realizaciéon de
un bioensayo presenta al menos 3 abordajes basicos: en condiciones controladas
en el laboratorio; sobre ecosistemas experimentales y sobre ecosistemas naturales.
En cuanto a las especies utilizadas, los bioensayos pueden ser “uniespecificos” en
los que se obtiene informacidn sobre el efecto dosis/ concentracion y respuesta, se
realizan en laboratorio y los resultados no son extrapolables a otras especies.
Multiespecificos cuando evalian los cambios estructurales y funcionales de un
meso o microcosmos. Los ensayos uniespecificos presentan metodologias mas

sencillas, sin conocimientos de taxonomia y son mas 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
multiespecificos reproducen el efecto sobre la comunidad y presentan mayor
aplicacién ecoldgica y aunque no se debe extrapolar sin restricciones, si bien
presentan una evaluaciéon acotada, ésta es mas realista. Las metodologias de
evaluacién son mas complejas que las utilizadas en los bioensayos uniespecificos y
requieren conocimiento taxondmico, son dificiles de reproducir y la evaluacién

requiere procedimientos de estadistica multivariada.

El disefio 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 exposicion libre del xenobidtico
analizado y de otros que interfieran en la comparacién de los efectos causados por
éste. En general se utiliza agua con elementos basicos 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 contaminacion.

Otro tipo de controles son el control positivo, en el que se utiliza un agente
de accién 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
validacion 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 metodologias que pueden mostrar datos falsos negativos por cuestiones

técnicas. Algunos controles positivos utilizados en toxicologia 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
evaluacion de efectos genotoxicos 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 concentracion del solvente utilizada como control positivo se aplica
la concentracién mas alta utilizada en la dilucién de la sustancia a evaluar.

Los solventes mas utilizados son: Formamida; Acetona; Dimetil sulf6xido; Trietilen

glicol.

La eleccién de organismos de prueba para las aplicaciones de los bioensayos
siguen los siguientes criterios:
-Amplio rango de sensibilidad
-Disponibilidad o amplio rango de distribucién y Abundancia.
-Factibilidad de mantenimiento en el laboratorio
-Factibilidad de uso
-Conocimiento de la biologia 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 toxicologica

La genética toxicoldgica es la rama de la toxicologia que analiza los efectos de los
agentes quimicos y fisicos sobre el material hereditario y sobre los procesos de la
genética de las células (Preston & Hoffman, 2001). Es un area de conocimiento que
se ocupa del estudio del efecto mutagénico que pueden producir los agentes
quimicos, fisicos, bioldgicos u otros sobre los organismos en general (Carballo,
2006). Se denominan agentes mutagénicos a aquellos capaces de interactuar con la
cadena de ADN y producir cambios en su secuencia de bases. Los agentes llamados
genotoxicos incluyen a los antes mencionados y también a aquellos que inducen
cambios en cualquier proceso relacionado con la transmisién de la informacién

genética.

1.2.1 Antecedentes y generalidades

Los primeros estudios realizados sobre mutagénesis inducida datan del afio
1927 con los trabajos de Miiller sobre las mutaciones causadas por rayos X en
Drosophila capaces de producir rearreglos lineales en el orden de los genes. Estos
experimentos llevaron a wuna rapida proliferacion en estudios sobre el
conocimiento de la accién de los agentes mutagénicos y nuevas teorias, métodos y
postulados que dieron origen a la genética toxicologica. Stadler (1928) demostro
que las mutaciones podian ser inducidas en cebada usando rayos X y radio, en

1938 Sax, publicé los efectos de los rayos X sobre los cromosomas de Drosophila y
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Tradescantia y en 1940, sugiri6 que la rotura cromosémica da origen a la
formacion de las aberraciones cromosdmicas sin tener conocimiento alguno sobre
la arquitectura molecular del cromosoma eucaridtico. Sax también demostro el
incremento lineal de aberraciones con respecto a la dosis del agente aplicado.
Posteriormente Lea y Catcheside en 1945 y 1946, mostraron que la energia de la
radiacidon determina la frecuencia de aberraciones cromosémicas, al observar que
la radiacién de baja energia presentaba un efecto débil sobre los cromosomas de
Tradescantia.

En 1941, Auerbach y Robson estudiaron el efecto del gas mostaza utilizado
durante la 2° Guerra mundial en Reino Unido y observaron que los dafios
dermatoldgicos eran iguales a los producidos por las radiaciones. Estos estudios,
encontraron que este compuesto tenia efectos deletéreos en Drosophila.

En la década del 40" la mutagénesis quimica era un tema de interés y desarrollo en
el area de la genética, debido a la demostracién del efecto mutagénico de
compuestos como el uretano, 6xido de etileno, dietil sulfato, entre otros (Allen et al,
1986). En la década del 60" Cattanach y Russell, demostraron en mamiferos
cambios genéticos por efecto de la radiacion y agentes quimicos. Estos trabajos
promovieron la idea de que algunas enfermedades hereditarias podrian ser

inducidas por el ambiente.

La citogenética humana nace con el hallazgo del nimero cromosémico en
las células humanas, por Tjioy Levanin 1956 y la confirmacion de la presencia de
23 cromosomas bivalentes en meiosis por Ford y Hamerton en el mismo afio. El
desarrollo de técnicas de extendidos cromosémicos descripta por Hsu en 1952

hizo posible la observacion de cromosomas humanos y al estudio de ciertos
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sindromes de origen genético con compromiso cromosémico.

En la década de 1960 el desarrollo de la citogenética humana dio cuenta de
la existencia de desérdenes cromosdmicos responsables de patologias tales como
anomalias congénitas, retardo mental, abortos espontineos y neoplasias.
Concomitantemente, surgio la preocupacion desde la toxicologia por los efectos de
la exposicibn humana a nuevos agentes quimicos que se originaban como
consecuencia del desarrollo industrial, innovaciéon en la sintesis y aplicaciéon de

nuevos compuestos en los quehaceres de la vida diaria.

En 1959, se describieron las anormalidades citogenéticas para caracterizar
y diagnosticar el syndrome de Down (Lejeune et al., 1959), Klinefelter (Jacob et al,
1959) y Turner (Ford et al,, 1959). Un afio mas tarde se describié un cromosoma
de tamafio pequeiio, al que llamaron “Filadelfia” atribuyéndole a la leucemia
mieloide crénica este cromosoma marcador y por ello de valor diagndstico en la
patologia hematolégica, hecho que dio origen a la citogenética del cancer (Nowell

y Hungerford, 1960).

En el afio 1960 aparece la primera publicacién sobre aberraciones
cromosdmicas caracterizadas en el hombre y atribuidas a la radiacion (Tough et al.,
1960). En ella se describen aberraciones cromosomicas (AC) en sangre de
individuos que habian recibido radioterapia para el tratamiento de espondilitis
anquilosante. Mas tarde otros autores describieron efectos similares en
cromosomas humanos inducidos por radiacién ionizante (Stewart et al., 1960;

Bender y Gooch, 1962; Conen et al,, 1963; Bender y Gooch., 1963; Bloom y Tjio,
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1964; Court-Brown et al.,, 1965; Boyd et al.,, 1966) y se realizaron numerosos
estudios sobre personas que estuvieron expuestas a radiacion masiva como el caso
de los sobrevivientes de Hiroshima y Nagasaki. (Awa et al,, 1968; Sofuni et al,,

1978).

Hamper y Ellison en 1961, descubrieron las AC inducidas por virus y Conen
and Lansky describieron AC en linfocitos de individuos tratados con nitrégeno
mostaza. Un afio mas tarde se describié la presencia de AC en pacientes que
recibian tratamiento con citostaticos. (Arrighi et al., 1962). Siguiendo esa linea de
trabajo otros citostaticos y drogas antineoplasicas fueron evaluadas en cuanto a
caracterizar su potencial mutdgenico con resultados positivos para arabidosina,
azatioprina, metotrexato, y 6- mercaptopurina. (Bischoff y Holtzer, 1965; Jensen
1967). Otros trabajos reportan genotoxicidad de amsacrina y carboplatino (Larripa
et al., 1984; Gonzalez Cid et al., 1995). También se estudiaron antibiéticos que
actiian sobre la replicaciéon de DNA como el streptonigrina o daunomicina (Cohen
et al, 1963; Vig et al., 1968). La genética toxicoldgica se expandid y se comenzd con
estudios de grupos de trabajadores de la industria quimica. Los primeros trabajos
fueron publicados sobre el estudio de los efectos mutagénicos del benceno (Pollini
y Colombi, 1964; Vigliani y Saita 1964). Los andlisis en trabajadores de la industria
plastica tuvieron relevancia ya que se demostré que el cloruro de vinilo es un
potente agente mutagénico y carcinogénico (Ducatman et al,, 1975; Funes-Cravioto

etal., 1975).

Al final de la década del 60 el listado de agentes quimicos mutagénicos

incluia mas de 200 sustancias capaces de inducir AC en humanos (Auerbach 1967;
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Evans, 1970, Shaw, 1970). En ese momento se propuso el término clastogénico en
referencia los agentes capaces de causar AC. Otro hallazgo importante en la
historia de la mutagénesis inducida fue comprobar que algunos agentes son
capaces de alterar el proceso de segregacién con el subsecuente desbalance
cromosdémico en la progenie de los sujetos expuestos a dichos mutagenos. En 1932,
Patterson fue el primero en relacionar la segregacion cromosémica anormal con la

exposicion a rayos X en hembras de Drosophila.

En la década de los 60s se establecid la relacién entre agentes mutagénicos,
en particular radiacién ionizante, con anormalidades cromosémicas causadas por
no disyuncion en nifios recién nacidos dando lugar a la primera publicacién sobre
un estudio epidemioldgico prospectivo y retrospectivo realizado por Uchida y
Curtis in 1961, revisado en 1979. Experimentalmente este proceso fue demostrado
in vitro analizando mitosis en humanos (Uchida et al.,, 1975) e in vivo, en mitosis de
raton (Uchida y Lee, 1974). Dada la importancia del tratamiento de la
genotoxicologia y la citogenética asociadas en término de grupos de trabajo y
publicaciones, es que en 1964, nace la revista Journal Mutation Research . en
1969 se crea la Environmental Mutagen Society en EEUU y en 1970 la European

Environmental Mutagen Society (EEMS) .

Las investigaciones desarrolladas entre los afios 1953 y 1968, sobre los
mecanismos de replicacion del ADN, su estructura, el cédigo genético, la sintesis
proteica y los mecanismos de reparaciéon aportaron una importante base
conceptual que sentaron los pilares tedricos y alcances de la genética toxicologica

(Brusik, 1980). En 1962 Joshua Lederberg propuso la realizacion de ensayos de
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mutagénesis que permitieran detectar el potencial mutagénico de las sustancias
quimicas. Estas pruebas se deberian sumar a las pruebas toxicologicas previas a la
comercializaciéon masiva de toda sustancia quimica que saliera al mercado del
consumo, como medida protectora. Esta medida fue adoptada por muchos paises
desarrollados y dio lugar a la necesidad de estandarizar los métodos de ensayo e

investigar nuevos modelos de prueba.

La genética toxicolégica es reconocida como disciplina en el afo 1969. La
Sociedad de Mutagénesis Ambiental (del inglés “Environmental Mutagen Society”
“EMS”) fue fundada por Alexander Hollaender y otros genetistas que decidieron
dedicarse al estudio de los efectos mutagénicos relacionados con agentes fisicos,
quimicos y bioldgicos y las consecuencias sobre los seres vivos expuestos a los
mismos. Los avances en genética molecular, tanto desde el punto de vista
conceptual como metodolégico, permitieron comprender los mecanismos que
establecieran una correlacion entre mutagénesis y carcinogénesis. Si bien tal
relacion fue dificil de demostrar al comienzo de su surgimiento, la identificacién de
oncogenes en el genoma de mamiferos y la presencia de mutaciones en formas

activadas confirmaron esa relacion.

La genética toxicolégica se ha constituido en una disciplina, que busca
implementar y regular pruebas de evaluacion de riesgo e indagar acerca de los
mecanismos involucrados en la carcinogenicidad asociada a ciertas sustancias
quimicas, permitiendo establecer un riesgo potencial a través de ensayos de
genotoxicidad. En conclusién, la genética toxicologica surge de la mano del avance

de los conocimientos en genética y del interés por caracterizar el impacto
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ambiental antropogénico. La genética toxicolégica emplea un vocabulario que si
bien toma conceptos de la genética y de la toxicologia, en sus aplicaciones posee
una interpretacion propia, es decir, que esta disciplina tiene caracter
transdisciplinario. Los alcances son mas amplios que las dos disciplinas aisladas y
las metodologias y protocolos de analisis que se emplean son propios, al igual que
el marco tedrico y las conclusiones que elabora en base a sus hallazgos y analisis

posteriores.

1.2.2. Mutagenicidad

Las bases biolédgicas de la herencia se basan en la distribucién del material
genético, de manera que las células hijas portan la misma informacién que las
células progenitoras. Cuando la fidelidad de la informacién se ve afectada, es
entonces cuando se producen las mutaciones. Cuando las células portadoras de la
mutacién proliferan por mitosis, dan lugar a un clon de células mutantes. Si estos
cambios son perjudiciales para la célula, es posible que den origen a un fenotipo
disfuncional. Se entiende por mutacién todo cambio heredable en el ADN no
generado por recombinacidn genética. Las mutaciones son la materia prima de la
evolucidn y el origen de las formas alélicas de los genes. El término abarca los
cambios a nivel de los genes o mutaciones génicas y modificaciones a nivel de los
cromosomas llamadas aberraciones cromosdmicas o mutaciones cromosdémicas.
Mutaciones que involucran conjuntos (del inglés “set”) completos de cromosomas
se denominan mutaciones gendmicas. Las mutaciones espontaneas se originan por
cambios que se producen en la molécula de ADN como consecuencia de

alteraciones en la replicacién celualr. En la induccién de este tipo de mutaciones
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juega un rol preponderante la tautomeria de las bases nitrogenadas que, al
modificar de manera espontanea su estructura quimica, pueden originar uniones
ilegitimas G-T o A-C produciendo transiciones o transversiones en el ADN. Se
entiende por transiciones la sustitucién de una purina por otra purina o de una
pirimidina por otra en la molécula de ADN. En las transversiones, en cambio, se
sustituyen purinas por pirimidinas o viceversa. Durante la duplicacién del ADN
pueden surgir fendmenos conformacionales (en inglés “looping out”) que inducen
errores en la lectura de la hebra de ADN patrén provocando inserciones o
deleciones de bases nitrogenadas. Este tipo de modificaciones puede tener efectos
drasticos a nivel genético ya que se modifica el marco de lectura de la informacién
determinando una incorrecta inserciéon de aminoacidos a nivel traduccional e
incluso la temprana interrupcién de la cadena polipeptidica por la lectura de un
triplete de terminacién anormal.

Las mutaciones espontaneas pueden también resultar de procesos de
desaminacién o depurinacion en el ADN que cambian el patrén de apareamiento de
bases, en el primer caso o que favorecen la incorporacién de bases incorrectas, en
el segundo.

Los agentes inductores de mutaciones se pueden globalmente dividir en: a)
analogos de bases nitrogenadas; b) agentes modificadores de bases nitrogenadas;
c) agentes alquilantes; d) agentes intercalantes; e) radiaciones y particulas
ionizantes (alfa, beta, gamma, neutrones); f) radiaciones no ionizantes (UV); g)
agentes quimicos (con diferente mecanismo de acciéon que a-d y; h) agentes
bioldgicos (procariontes, eucariontes unicelulares o multicelulares parasitos); i)
otros agentes (virus, transposones). Los andlogos de base (5- bromo-uracilo; 2-

aminopurina) inducen mutaciones debido a que presentan cambios tautoméricos
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con una mayor frecuencia que las bases nitrogenadas normales. Los agentes
modificadores (acido nitroso, hidroxilamina) cambian la estructura quimica de las
bases nitrogenadas mediante procesos de desaminacidn, hidroxilacion, entre otros.
Los agentes alquilantes introducen grupos metilo o etilo en las bases del ADN. El
efecto mutagénico de los agentes modificadores y alquilantes se produce como
consecuencia del cambio del patrén de apareamiento de bases. Los agentes
intercalantes son moléculas planas que se introducen entre los pares de bases
distorsionando la copia complementaria de bases durante la replicacién 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,
dafio de bases y puentes ADN-proteina. La radiacién ultravioleta origina dimeros
de pirimidina y 6-4 fotoproductos intra e intercatenarios. Finalmente, los agentes
bioldgicos y otros tales como virus y transposones, producen en general cambios
macromoleculares e implican la insercion o reubicacion de segmentos

considerables de ADN en el material hereditario.

Ya sean de tipo espontaneo o inducido, los cambios en las bases
nitrogenadas pueden producir los siguientes tipos de mutaciones: a) sin sentido,
generando codones de terminacién (UAA, UAG o UGA); b) con sentido, donde se
sustituye un aminoacido por otro diferente; c) neutrales, en las cuales se sustituye
un aminoacido por otro similar; d) silenciosas, donde no existe cambio de
aminoacido por originarse un coddn sindénimo; y e) “readthrough” en las cuales se
produce el cambio de un triplete de terminacién por otro con sentido (en este caso

se originan cadenas polipeptidicas de mayor longitud que lo normal).
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Es interesante destacar que existen mutaciones supresoras que compensan
el efecto deletéreo de mutaciones inducidas previamente. Se conocen tres tipos de
mutaciones supresoras: a) intracodon: la 22 mutacién ocurre en el mismo coddén
que la mutacién original; b) intragénica: la mutacién supresora se localiza en otro
triplete codificante del mismo gen; y c) intergénica: la 22 mutacién surge en un gen
de ARNt que permite la lectura del codén mutado (habitualmente un coddén de
terminacion). Las mutaciones dindmicas son las responsables de un conjunto de
alteraciones que en el ser humano, se caracterizan por amplificacién anormal de
trinucléétidos (CAG, CGG, GCC, CTG o GAA, de acuerdo a la enfermedad). A partir de
un estado inicial de portador con amplificacién moderada de los trinucledtidos se
alcanza una expansion anormal de los mismos en las generaciones siguientes que
da origen a enfermedades. Existen mutaciones que por sus caracteristicas se
pueden denominar somaticas (no se transmiten a las descendencia) o gaméticas
(se transmiten a la progenie) y de tipo autosémico dominante o recesivo o ligado
al cromosoma X, morfolégicas, nutricionales, condicionales (por ejemplo sensibles

a la temperatura), letales y comportamentales, entre otras.

Cuando las mutaciones se producen en células germinales pueden dar
origen a malformaciones o disfunciones al nacimiento del nuevo individuo al que
dieron origen, enfermedades genéticas o abortos espontaneos. Cuando, en cambio
se producen en células somaticas, el riesgo se asocia a enfermedades degenerativas
y cancer. La relacion causal entre mutaciones y carcinogénesis fue establecida en
1980y 1990 por diferentes hallazgos:

e La presencia de cambios cromosomicos en leucemias y tumores solidos

(Kallioniemi et al, 1992; El-Naggar et al., 1999; Albertson, 2003)
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e La induccién de mutaciones in vitro e in vivo en animales por agentes de

conocida accion carcinogénica ( Barbacid, 1986; Guerrero, 1987)

e Procesos de carcinogénesis experimental in vivo que se caracterizan por
mutaciones y cambios epigenéticos, en particular en cancer de higado y piel
en rata y raton. (Herens et al., 1992; Watson y Goodman, 2002; Moggs y

Orphanides, 2004)

e Demostracion de la necesidad de mas de una mutacién para inducir cancer

de colon. (Baker, 1990; Arribas et al., 1997; Abdel-Rahman et al, 2001; )

e Propension a desarrollar cancer en individuos con mecanismos de

reparacidn deficientes (Marx, 2002)

e Activacion de oncogenes por mutacién genética, amplificacién y cambios

cromosdémicos estructurales. (Lengauer 1998)

Las células que sufren dafios en el material genético pueden ser ineficaces al
reparar las lesiones provocadas en el ADN, ya sea por deficiencia en los
mecanismos de reparacion o por reparaciones erréneas o incompletas. La
pérdida en la integridad del ADN podria expresarse y transmitirse a la
descendencia celular; lo que puede aumentar el riesgo de padecer cancer y la
posibilidad de desarrollar inestabilidad genémica o envejecimiento celular.
algunos agentes genotoxicos pueden actuar sobre genes supresores de
tumores, en los proto-oncogenes y en los genes involucrados en los

mecanismos de reparacion (Blasiak et al. 1999).

Un agente se considera mutagénico cuando interactiia 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 sélo 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 mutacién puede ser de origen estructural o
numérico. A continuacion se indican los tipos de mutaciones mencionados:

e Mutaciones génicas: las deleciones de una o mas bases, las sustituciones,

los cambios en el marco de lectura por insercién o delecién de bases.

e Mutaciones cromosomicas

» Estructurales: rupturas cromosdmicas, inversiones, duplicaciones y
deleciones, trasposiciones e intercambios de cromatidas, fisiones y

fusiones

» Numéricas: aneuploidias, poliploidias, ganancia o pérdida de

cromosomas enteros.

Los dafos en el ADN producidos por efectos genotdxicos estan relacionados
con la induccion de mutaciones y subsecuentemente con la etiologia del cancer. Las
células que sufren dafios en el material genético pueden ser incapaces de reparar
las lesiones provocadas en su ADN, ya sea por deficiencia en los mecanismos de
reparacion o por reparaciones erroneas 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 reparacion (Blasiak

etal. 1999).
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La probabilidad de ocurrencia de las mutaciones se puede expresar como la
tasa de mutacién y es la probabilidad de ocurrencia en funcién del tiempo. Se
expresa como N° de mutaciones por par de nucledtidos o por gen y por generacidn.
También se puede expresar como la frecuencia indicada como el N° de mutaciones
en una poblacién de células o individuos. Un ejemplo seria el N° de mutaciones
cada 1000 células o cada 100000 organismos, o cada milléon de gametas. Los dafios
que pueden ocurrir sobre el ADN son de tipo endégeno (espontaneo) o exdgeno
(inducido). Una vez que el dafno se produjo éste puede ser reparado o permanecer

y dar lugar a una mutacién al pasar por la fase S o de duplicaciéon del ADN.

Las rupturas que se observan a nivel del ADN pueden ser producto de: (a)
La accién directa de una sustancia en el material genético, (b) La activacién de
mecanismos de reparacion en las células y (c) Los procesos normales de apoptosis,

necrosis y duplicacion celular.

1.2.3 Campos de aplicacion e interés

La genética toxicolégica llega a aplicar ciertas metodologias que fueron
desarrolladas para otros propdsitos. Un ejemplo de esto es la transferencia de
tecnologias aplicadas al mejoramiento genético en plantas y animales de
produccion. Otro ejemplo es la implementacion del test de Ames, originado a partir
de las investigaciones en la sintesis bacteriana de histidina. La busqueda del
conocimiento acerca de la regulacién del ciclo celular y los puntos de control del

mismo, como asi, las proteinas implicadas en los procesos de reparacion, son la
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base de ciertos desarrollos y actual campo de interés de la genética toxicoldgica.

La necesidad de establecer regulaciones, requiere del aporte de la
toxicologia para comprender los mecanismos moleculares que originan la
toxicidad, asi, en la practica, se establecen nuevas disciplinas como la genética
toxicologica que abarcan incluso analisis de procesos tales como teratogénesis y

carcinogénesis.

Los costos financieros y éticos que conlleva la experimentacién con
animales a medida que aumenta el nimero de sustancias quimicas que entran en
contacto con el hombre, ha generado la necesidad de encontrar métodos de prueba
que no utilicen animales y que establezcan los riesgos potenciales de los agentes
involucrados (De Marini, 2001; Rodriguez Yunta, 2007). De lo anterior se
desprende que los principales campos de investigacion de la genética toxicoldgica
son los siguientes:

1. Mecanismos de mutagenicidad en sistemas experimentales.

2. Tipificacion de desdrdenes hereditarios.

3. Desarrollo y aplicacion de sistemas de prueba para detectar y caracterizar

agentes genotoxicos.

4. Establecimiento de los criterios para la determinacion de riesgo genotoéxico.

5. Elucidacién de la relacion entre genotoxicidad, mutagenicidad,

teratogenicidad y carcinogenicidad.

1.3. Estudio de los mecanismos de reparacién y de la accién de agentes
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1.4.

antigenotdxicos o protectores.

Genotoxicicidad

El concepto de genotoxicidad se amplia para abarcar todos los eventos
relacionados con el dafio que directa o indirectamente afectan al ADN
(Mudry et al, 1995). Asi, ademas de los mutagenos son considerados
genotoxicos los agentes que pueden interferir en otros mecanismos
vinculados a la herencia genética. Un claro ejemplo de lo anteriormente
enunciado es la mala segregacion de las cromatidas hermanas causada por
mitosis multipolares con afectacién de los centriolos, no disyuncién por
disrupciéon de la formaciéon del huso mitético o fallas en el anclaje
cinetocoro-microtibulo (Seoane, 2000). Estos defectos podrian producir
pérdida o ganancia de cromosomas, conocidas como aneuploidias y
polisomias, responsables de algunas enfermedades humanas como el
sindrome de Down (trisomia del par 21), Turner (45 X0) Klinefelter (47,
XXY), Pateau ( Trisomia par 13) y Edwards (trisomia par 18). (Lejeune et
al,, 1959; Jacobs y Strongl., 1959, Ford et al,, 1959; Nowel y Hungerford,
1960). La caracterizacion de los agentes aneuploidizantes reviste interés
dado que este tipo de mutaciones presenta relacion con algunas formas de

cancer. (Kirsh-Volders et al, 2002),
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1.3.1. Biomarcadores

Un biomarcador de toxicidad es una variable bioquimica, fisiolégica o
anatémica que al ser detectada en un organismo, pone en evidencia la presencia de
un agente tdéxico. La exposicidn a sustancias toxicas puede dar origen a alteraciones
tempranas, previas al desarrollo de una enfermedad y que podrian 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 biolégicos que, en genética toxicologica, son elementos
que permiten poner de manifiesto en los seres vivos, aspectos genéticos o celulares

relacionados con la respuesta a la exposiciéon a un dado agente.

En el marco de la toxicologia ambiental, la primera Conferencia Europea de
biomarcadores se llevd a cabo en 1993, ( Biomarkers of chemical exposure, 1994).
Estos marcadores son considerados como situaciones mensurables que se
observan en los sistemas bioldgicos (Committe on Biological Markers, 1987;
Grandjean et al,, 1994) y se interpreta como un reflejo de un estado general o como
la expectativa de vida de un organismo (Committe on Biological Markers, 1987;
Hulka y Wilcosky, 1988). Los biomarcadores son utiles para: detectar una
exposicién; determinar consecuencias biolégicas de una exposicién; detectar los
estados iniciales e intermedios de un proceso patoldgico; identificar individuos
sensibles en una poblacién; fundamentar la decisiéon de intervenir, tanto a nivel

individual como ambiental.

Los biomarcadores representan cambios en un organismos o en una célula
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que pueden ser medidos segun los sistemas biologicos que se estudien (NRC, 1987,
1991; Wogan, 1992). Para la elecciéon de un biomarcador se deben considerar los
siguientes aspectos: la especificidad que se basa en la informacién que aporta ya
sea sobre el agente al que se expone el organismo o el tipo de efecto que se
manifiesta, por ejemplo clastogénesis, aneugénesis, dafio oxidativo, entre otros.
Algunos marcadores son especificos y aportan informacién sobre la presencia de
un agente particular, otros son generales y proveen evidencia de un efecto general
producto de multiples exposiciones (Grandjean, 1995; ATSDR,1994). La
sensibilidad del biomarcador permite que el mismo responda dando informacién

temprana de los riesgos de la exposicion al agente en estudio.

En general se aceptan 3 tipos de biomarcadores, de exposicién, de
susceptibilidad y de efecto (Committe on Biological Markers. 1987; Hulka y
Wilscosky, 1988;). Un biomarcador de exposiciéon indica la presencia de una
sustancia exdgena, o de algiin metabolito o del producto de la interaccién de un
agente con una molécula o célula blanco (Rutstein et al., 1983; Hulka y Wilscosky,
1988; WHO, 1993). Las mediciones son farmacocinéticas, 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 sefialan
la presencia de una sustancia xenobidtica y su interacciéon con la macromolécula
(Shibutani et al, 1999). Los biomarcadores de susceptibilidad manifiestan la
existencia de factores individuales o poblacionales que pueden afectar la respuesta
a la exposicion a distintos agentes. Una condicion intrinseca o una enfermedad,
pueden amplificar el dafio sobre el tejido blanco. Un marcador biolégico de efecto

puede ser cualquier cambio cuantitativo que sea predictivo del dafio que resulta de
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la exposicién a un agente exégeno.

Los biomarcadores de exposiciéon permiten la deteccion temprana de la
presencia de agentes toxicos, antes que el efecto se manifieste. Los biomarcadores
de efecto utilizados en genética toxicolégica pueden ser evaluados a través de
ensayos de corto plazo (ECP), en contraposicién con los ensayos de largo plazo
realizados en modelos animales que presentan la desventaja de ser prolongados y
costosos. Los ECP permiten una evaluacion rapida de posibles efectos mutagénicos,
estos conforman una bateria de ensayos con modelos de diferentes niveles . Asi se
desarrollaron modelos experimentales en distintos niveles de complejidad:
procariontes, eucariontes unicelulares, plantas superiores y animales

invertebrados o vertebrados.

Los biomarcadores utilizados en genética toxicologica son indicadores de
dafio genético a nivel de ADN, cromatina, asi como a nivel de otros eventos
relacionados con la division celular, entre ellos cabe mencionar: frecuencia de
aberraciones cromosomicas (Preston et al., 1981; Eizondo et al, 1996), frecuencia
de Intercambio de cromatidas hermanas (Taylor, 1958, Perry y Wolf; 1974; Cleaver
1981); frecuencia de Micronucleos (Fenech, 2000); ruptura de simple y doble
hebra por ensayo Cometa (Wogan, 1992). La inhibicién en la actividad mitética
evidencia citotoxicidad (Linnainmaa et al., 1978). Los indices de fases y la cinética
de proliferacion celular estan considerados marcadores de citotoxicidad o

citostaticidad (Gonsebatt et al., 1997; Freshney, 1987).
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1.3.2 Niveles de complejidad

Cuando se realiza una evaluacion de la potencial actividad genotdxica de un
agente es poco factible someterla a todos los ensayos de corto plazo, por lo tanto se
busca establecer una bateria minima de ensayos que involucre diferentes niveles
de complejidad que permitan caracterizar el agente en cuestion. Las técnicas
aplicadas en la evaluacién de genotoxicidad de agentes quimicos no aportan por si
solas la informacion suficiente para establecer los niveles de riesgo. Para esto es
necesario implementar una bateria de ensayos (Brusick, 1987). Diferentes
recomendaciones de expertos y sociedades cientificas en relacion a las pruebas que
deben constituir la mencionada bateria (Bishun et al., 1973; Loprieno et al., 1974;
Madle and Obe, 1980) han sido vertidas hasta el pesente. Las recomendaciones
para realizar una bateria de pruebas consideraron diferentes variables como costo
y tiempo, capacidad para detectar mutaciones puntuales y cromosémicas,
potencialidad para demostrar actividad mutagénica en mamiferos,
reproducibilidad y relacién dosis respuesta. En 1976, Bochkov et al., recomendaron
usar una bacteria con 4 pruebas a saber; microorganismos con activacidon
metabolica, letal dominante, citogenética médula 6sea de mamiferos y dafio
cromosdémico en linfocitos humanos. En 1984 el subcomité de la Environmental
Mutagenesis Society (UKEMS) del Reino Unido recomendé una bateria con 5
ensayos: la prueba de mutacion puntual en sistemas bacterianos, dafio
cromosomico en células de mamiferos in vitro, mutacion en células de mamifero o
letal recesivo en Drosophila y dafio cromosémico en mamiferos in vivo, como
microntucleos en médula 6sea de ratéon. El cuerpo regulatorio internacional del

OECD en 1981, 1a EPA en Estados Unidos de Norteamérica en 1982 y el EEC de la
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Unién 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. Mas recientemente se revisaron las estrategias de los cuerpos
regulatorios nacionales e internacionales concluyendo que 3 pruebas deberian ser
usadas como minimo en el monitoreo de un agente de potencial mutagenicidad:
una prueba de mutacion en bacterias, una pueba en mamiferos in vitro para
mutacién y aberraciones cromosdmicas y una prueba para dafio cromosémico in

vivo.

En este contexto de la propuesta de la bateria minima los niveles de
complejidad creciente para estos estudios que se consideran son 4:

Nivel [ (primario): bacteriano o molecular. permite detectar mutaciones puntuales

utilizando organismos procariontes o eucarionte unicelulares a través de la
deteccion de mutaciones y retromutaciones. Los organismos mas frecuentemente
utilizados son Escherichia  coli, Bacillus subtilis o Salmonella tiphymurium,
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Neurospora crassa y
Aspergillus nidulans ademas, S. cerevisiae, S. pombe y A. nidulans permiten la
deteccion de deleciones, no disyuncion y recombinaciones. Los estudios de
reversion cobran importancia por presentar correlacion entre el potencial
carcinogénico de las sustancias quimicas y la induccién de revertantes
microbiolégicos (Mc Cann y Ames, 1975). Uno de los mas frecuentemente
utilizados es el test de Ames (Ames et al., 1975) B. Ames desarrollé cepas
bacterianas de S. typhimurium auxétrofas para histidina, para evaluar la
retromutacién a histidina (+) por reversién, retromutacién por mutacién

intragénica y retromutacion por mutacion intergénica. Al finalizar el ensayo se
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obtiene para cada dosis ensayada el nimero de revertantes por placa (triplicado),
cuando el numero de revertantes por placa duplica el nimero 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 relacién a la dosis en el nimero de revertantes en, por lo menos, dos ensayos
consecutivos, el ensayo se considera negativo. Otros ensayos de aplicacién con
microorganismos son el Cromotest (SOS), que monitorea los niveles de enzima B-
galactosidasa en E. coli. Este gen actda como reportero ya que el operén sul A
presenta inserto el gen lac Z La sintesis de B-galactosidasa se mide por actividad
colorimétrica y da un estimado de la induccion de funciones SOS en presencia de la
sustancia monitoreada. Ensayos de toxicidad basados en la reduccion 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 reversion de la mutacién recupera la luminiscencia. El ensayo Vitotox
utiliza cepas de S. typhimurium con un gen reportero de luciferasa que se expresa
por activaciéon de SOS. Los ensayos de mutagenicidad y recombinacion utilizan S.
cervisiae por ser un organismo eucarionte unicelular con fase haploide y diploide.
Permite evaluar la recombinacién mitotica Recombinacion mitdtica: adenina,
conversion génica: triptéfano (trp5-12 y rp5-27), recombinacién intragénica,
mutacién reversa: isoleucina e induccién de mutaciones citoplasmaticas petit. Las
cepas utilizadas son Cepas: D3, D5, y D7 para recombinogénesis, y D4 para

conversion génica.

Nivel II (secundario): celular, in vitro.

Se basa en el analisis de linfocitos de sangre periférica, Lineas celulares,
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fibroblastos y mucosas. Utiliza cultivos celulares eucariontes ya sea en monocapa o
en suspension, con el objeto de caracterizar dafio a nivel cromosdémico o
alteraciones en la cinética de proliferacidn celular. Entre los cultivos celulares en
monocapa se encuentrna las lineas celulares establecidas, como la linea Hela
proveniente de un carcinoma cervical de Henrietta Lacks ( de ahi el nombre de la
linea) cuyo ndmero modal es 2n=82 (4 copias del cromosoma 12 humano y 3
copias de los cromosomas 6, 8,y 17 humanos); la linea CHO, proveniente de ovario
de hamster chino ( del inglés, Chinese Hamster Ovary y de ahi su nombre) que tiene
un ndmero modal 2n=22 y varias otras lineas con origen similar en cuanto al taxon
como son: la linea V79 proveniente de fibroblastos de pulmén de hamster chino
(macho) utilizada en estudios de radiacién, mutagénesis y genética con 2n=22y la
linea CHO-AAS8, sub linea CHO-K1 que se utiliza para el aislamiento de mutantes

deficientes en genes de reparacidn.

En el caso de otros cultivos in vitro como el caso de los cultivos de sangre
periférica, estos pueden ser de origen humano o de otros vertebrados (aves,
reptiles, anfibios, peces) teniendo en cuenta las particularidades celulares de cada
caso, en unos se usaran los linfocitos como fuente de células nucleadas a analizar y
en otros, como aves y reptiles, seran los eritrocitos, por ser estos los nucleados. Los
ensayos que pueden ser realizados en este nivel son: Intercambio de Cromatidas
Hermanas (ICH=SCE, del inglés “Sister Chromatid Exchange”), la Cinética de
Proliferacion Celular (CPC=CPK del inlgés “Cell Proliferation Kinetics”),
Aberraciones Cromosémicas (AC), Retardo en Anafase-Telofase (AT), Micronucleos
(Mn), Electroforesis de una sola o Ensayo Cometa (SCGE del inglés “Single Cell Gel

Electroforesis Assay”).

35



Nivel III: 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 mas utilizadas
son Tradescantia, Allium cepa y Vicia faba. Entre los modelos animales, cuando de
mamiferos se trata, los mas frecuentemente utilizados son las diferentes cepas de
ratén, hamster y rata criados en bioterio. Otros vertebrados también son de
aplicaciéon para este nivel con costos mas levados tanto por su mantenimiento
como por su manejo (perros, conejos, monos). En el Nivel III incluye los mismos
ensayos que el Nivel 2 como es el caso del sistema de sangre periférica sélo que el
ensayo se realiza utilizando la sangre de los modelos experimentales expuestos
previamente al agente a evaluar. De ahi que sea un nivel de andlisis in vivo. En este
nivel se agregan otros dos sistemas de evaluacion, el ensayo de Micronucleos en
médula 6sea de ratén y el ensayo de Microntcleos en mucosa bucal o en orina.. En
los modelos de invertebrados, se incorpora la posibilidad de aplicar el ensayo de
Mutagénesis y recombinacién somatica en Drosophila melanogaster SMART (del
inglés “Somatic Mutation and Recombination Test”) que se basa en que los
individuos desde el estadio de larva estén expuestos a los agentes a evaluar.
Existen dos tipos de ensayo segun el rgano blanco en el que se mida la exposicién
y el efecto atribuible al agente de exposicén: o0jos o alas y segun asi sea, utilizan
diferentes lineas de moscas. El ensayo en ojo, utiliza lineas salvajes y analiza
manchas de células mutantes w (del inglés “White”). El ensayo en alas utiliza dos
mutantes mwh (del inglés “multiple wing hair”) y flr ( del inglés “flare”). En ambos
casos grandes poblaciones de células en divisién en los primordios se encuentran

expuestas a los agentes a evaluar. Cada mancha o ( del inglés “spot”) indica que un
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clon de células se encuentra mutado. Este ensayo permite detectar mutaciones de

punto, deleciones, no disyuncidn, conversién génica, recombinacion mitotica.

Nivel IV: nivel epidemioldgico

Los ensayos realizados en este nivel son los referidos anteriormente en el Nivel III
y. son considerados de Nivel IV sélo cuando los estudios se realizan en poblaciones
expuestas a agentes de manera ocupacional, ambiental, accidental, por estilos de
vida o terapéutica. Estos estudios permiten realizar andlisis prospectivos y
retrospectivos para las poblaciones analizadas, es un nivel de anadlisis poblacional
ya sean humanas como de la fauna o de la flora. Estos ultimos como excelentes
monitores ambientales de contaminacién o en caso de accidentes originados por
presion antréopica en ambientes silvestres con motivo del avance de la

industrializacién y urbanizacién en general.

1.3.3 Modelos experimentales

La eleccion de los modelos experimentales se fundamenta en varios
elementos que incluyen, el sustrato biologico, el plan de exposicidn, los indicadores
evaluados y el modelo predictivo. El sustrato biolégico es el material organico,
sobre el que se aplica el xenobidtico siguiendo un plan de exposicién y cuyas
respuestas ante dicho estimulo se desea estudiar. Las alteraciones se valoran por
medio de los biomarcadores de toxicidad. La validez del modelo experimental
dependera de la conjuncién entre el sustrato bioldgico y los indicadores de
toxicidad aplicados. También influyen las pautas de exposicion y el procedimiento

estadistico empleado para la evaluacion de la significacion de las observaciones. Si
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bien, se denomina “modelo” al sustrato biol6gico es mas adecuado referirse a éste
como “sistema”, ya que el modelo experimental incluye el disefio experimental. Asi
el mismo “sistema bioldgico” se puede usar en mas de un modelo experimental y
aplicando distintos disefios experimentales. El disefio experimental tiene en
cuenta, la disposiciéon de las unidades experimentales, las réplicas y las
repeticiones, el plan de exposicidn, las concentraciones, el tiempo y la eleccién de
indicadores. (Festing et al, 2002). El sustrato biolégico 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, dafio al ADN, mutaciones cromosémicas, y alteraciones en el

proceso de recombinogénesis (Mudry y Carballo, 2006).

Muchos de los modelos empleados para evaluar el potencial genotéxico de
distintos agentes son mamiferos como rata, ratén, cobayo y conejo. La preferencia
por estos modelos se basa en que pertenecen a la misma Clase en el marco
taxonémico que los humanos, aun cuando se sostiene y hay acuerdo cientifico en
que los efectos que un agente produce en una especie no son extrapolables a otras.
En este sentido, se sabe que la misma exposicion puede no producir la misma
respuesta, no obstante, aunque es imposible extrapolar directamente datos
animales a los seres humanos, también existe amplia evidencia de los beneficios
que ha traido la experimentacion en animales para la biomedicina y disciplinas
afines (Rodriguez Yunta, 2007). Cobra valor el aclarar que, si bien dentro de los
campos de interés de la genética toxicologica se encuentra la salud humana,
también es cierto que los efectos genotdxicos alcanzan a todos los seres vivos

expuestos por lo cual los efectos sobre la biota presentan un interés particular en el
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campo de la ecotoxicologia y orientan la evaluacién de dafios ecosistémicos

(Shugart et al., 2003).

Mas alld de los cuestionamientos éticos en el uso de animales de
experimentacion (Riva, 1991; Tsuda et al., 2001; Rodriguez Yunta, 2007), el empleo
de bacterias, invertebrados y plantas como modelos en genética toxicoldgica,
presenta interés por tener menores costos y tiempos generacionales mas cortos.
Estas caracteristicas hacen que estos modelos tengan mayor factibilidad en
estudios de genética toxicolégica. Es pertinente considerar que el estado
conservado del material genético desde el punto de vista evolutivo asi como de los
mecanismos asociados a la division celular, confieren validez a los ensayos
biolégicos. Las baterias 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 evaluacién de agentes mutagénicos a través de la
deteccion de aberraciones cromosdémicas y mutaciones génicas (Fiskesjo, 1985).
Levan en 1938 utilizando Allium cepa determind los efectos de la colchicina y

posteriormente en 1943 y 1945, las reacciones citoldgicas inducidas por sales
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inorganicas y series organicas dando inicio, en la era de la mutagénesis quimica, al
uso del biomonitoreo con plantas. Desde los afios 70, los bioensayos con plantas
superiores son recomendados para su uso en monitoreo de posibles genotéxicos.
El uso de plantas fue indicado y validado por varias agencias tales como “United
Nations Environmental Program (UNEP)”, “World Health Organization (WHO)" y “US
Environmental Protection Agency (USEPA)” (Ma et al, 1995). En 1978 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 (EPA)” con el fin evaluar el estado de los bioensayos en genética
toxicolégica ( en microorganismos, animales y plantas). Los resultados se

publicaron en 1988.

Los ensayos en plantas demostraron ser apropiados para evaluar riesgos en
compuestos quimicos. El analisis de los datos demostré una alta concordancia
entre los ensayos en plantas y mamiferos (Ennever et al., 1988). Por este motivo,
las plantas comenzaron a ser consideradas como modelos altamente fiables en su
utilizacién para evaluar el riesgo por exposicion a compuestos quimicos. Las
variaciones inter-laboratorios encontradas estaban en el rango de las halladas
para otros estudios de evaluaciéon de compuestos quimicos in vivo o in vitro. En el
siguiente cuadro se presentan los ensayos realizados en las distintas especies
“EPA’s Gene-Tox 1982".

1. Allium cepa, aberraciones cromosOmicas,

2. Arabidopsis thaliana, mutaciones génicas,
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3. Glycine max (soja), mutaciones génicas,

4. Hordeum vulgare (cebada), aberraciones cromosdmicas,

5. H.vulgare, mutaciones génicas (clorofila),

6. Tradescantia, ensayo para mutagenos gaseosos,

7. Tradescantia, ensayos citogenéticos,

8. Vicia faba (habas) aberraciones cromosdémicas,

Ne)

. Zea mays (maiz), mutaciones génicas,

En 1992, Te-Hsiu Ma, inicia el programa IPPB (“International Program on
Plant Bioassays”) que se establece oficialmente en 1993 bajo el auspicio del
Programa Ambiental de las Naciones Unidas (del inglés “United Nations
Environment Program”). Este programa se ocup6 de promover el uso de ensayos en
plantas para monitoreo y deteccién de mutagenos en el ambiente, considerando
que las plantas eran las Unicas que podrian ser utiles como monitores in situ de
genotoxicos ambientales, ya sea que estuvieran en forma simple o en la forma de
mezclas complejas. De los siete ensayos revisados por la EPA ( del inglés “US
Environmental Protection Agency”) en el Programa “Gene-Tox (1980)” el ensayo de
aberraciones cromosdmicas en meristemas de raiz de Allium cepa, fue uno de los
adoptados por el IPPB para monitorear genotoxicidad de origen ambiental y su

protocolo fue estandardizado (Fiskesjo, 1985).

Las pruebas que utilizan plantas superiores son capaces de detectar la

genotoxicidad de compuestos quimicos 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 exposicion (Grant 1982, 1994). Las
plantas constituyen un material adecuado para monitoreo ambiental de sitios
contaminados. Los bioensayos con plantas estan considerados como mas sensibles
y faciles de aplicar en comparaciéon con bioensayos que se aplican en especies

animales [Ma et al., 1995).

1.3.4.2. Allium cepa

La cebolla (Allium cepa) es una planta vascular del género de las
lilidceas, que desde las primeras décadas del siglo XX ha sido utilizada para
estudios fisioldgicos y citogenéticos. Otras especies del género Allium incluyen, A.
sativum, A. fistulosum, A. carinatum, A. cepa var. Proliferum, fueron utilizadas para
estudios de mutagénesis aunque menos ampliamente que A. cepa. Los protocolos
para el estudio de los indicadores citolégicos y citogenéticos se desarrollaron
mediante la exposicién de raices adventicias obtenidas de bulbos o de semillas. El
cariotipo de Allium cepa fue descrito por Mensinkai en 1939. El complemento
completo consiste en 8 pares de cromosomas, con 5 pares de cromosomas
metacéntricos (pares 1, 2, 3, 5y 8) y 3 pares submetacéntricos correspondiendo a
los cromosomas 6 y 7 y un par de cromosomas con un satélite en el telémero del
brazo corto., cromosoma 4. Dependiendo del procedimiento de preparacion, el

tamafio de los cromosomas varia entre 8 y 16 pum.

La duracién del ciclo mitético en Allium cepa fue determinado por varios
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autores con distintos valores tales como 20,5 hs. (Nuti Ronchi y Acara, 1967), 18.8
a 20 °C (Loépez Saez et al,, 1966) y 23 horas a 21 ° C (Matagne, 1968). 13,5 h de las
cuales 11,2 h corresponden a mitosis y 2,3 a interfase (Gonzalez Fernandez et al,
1966). En 1968, Matagne determiné una duracién de 4 horas para la mitosis y 18
para la interfase, a 20 ° C. Las diferencias en los resultados se pueden deber a
diferencias de temperatura (Grant, 1982) sin embargo otras condiciones
experimentales tales como la concentracion de oxigeno y la composicién del agua

en la que crecen las raices, 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 cromosdémicas y
micronucleos en raices de A. cepa son ampliamente aplicados para la evaluacién de
genotoxicidad de muchos compuestos quimicos y contaminantes ambientales.
Estas pruebas son métodos sensibles para monitoreo de efectos clastogénicos y
aneugénicos (Grant 1982; Ma et al. 1995; Rank and Nielsen 1993). Ademas de
sustancias quimicas aisladas se estudiaron por este método mezclas complejas,
muestras de rios y lagos, agua de bebida, efluentes industriales, lixiviado de
rellenos sanitarios, muestras y extractos de suelo, entre otros. (Fiskesjo 1985;
Steinkellner et al. 1998; Cabrera y Rodriguez, 1999; Grover and Kaur 1999;

Monarca et al,, 2003).

La ventaja de los ensayos en A. cepa es que es econdémico, facil de
implementar, y que ofrece resultados confiables teniendo alta concordancia con

otros test realizados en sistemas de mamiferos (Grover et al.,, 1999) como linfocitos
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humanos, lineas celulares como las lineas CHO, y otros a nivel de organismos tales

como peces, crustaceos y algas (Fiskesjo, 1985).

1.3.4.3. La raiz como sistema de ensayo

Las células meristematicas de las raices se han constituido en sistemas de
ensayo por ser un tejido proliferante que permite analizar los efectos de agentes
con potencialidad genotoxica. Las raices provenientes de la base del bulbo son de
tipo adventicia y presentan zonas diferenciales. En el extremo del apice se
encuentra la caliptra, una capa delgada de células esclerosadas y no proliferantes,
contiguamente se hallan las células meristematicas, en activa division celular y son
el sustrato para realizar evaluaciones de genotoxicidad. A medida que las células se
reproducen, parte de ellas se diferencian en células de elongacién formando un
tejido mas proximal a la base del bulbo. Este tejido es responsable del crecimiento
en longitud de las raices, 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 6rgano con el fin de comprender sus potencialidades como sistema de ensayo

en evaluaciones aplicadas a la toxicologia y a la genética toxicolégica.

Durante las primeras décadas del siglo XX se realizaron estudios fisiolégicos
que confirmaron la polaridad eléctrica y las diferenciales demandas de oxigeno

analizando separadamente la zona del meristema, la zona de elongacion y la zona
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de diferenciacion (Berry y Brock, 1943). En estudios recientes, se realiza el mismo
analisis diferencial (Cérdoba Pedregoza et al, 2003) y se establece la actividad
enzimatica que determina los estados de 6xido reducciéon de las moléculas que
regulan las funciones asociadas a cada tejido. Asi, es posible dilucidar efectos
condicionados a estados redox como es el dafio oxidativo y la respuesta
antioxidante. Dado que el potencial genotdxico de algunos agentes depende de su
biotransformacion a diferentes estados redox, que a su vez depende de las
presiones de oxigeno del tejido expuesto, este modelo podria permitir detectar
estos efectos cuando los mismos sean especificos de tejidos. Esto se puede poner
en evidencia a partir de parametros morfoldgicos, enzimaticos y citogenéticos. En
A. cepa, los estudios de actividad enzimatica y niveles no enzimaticos relacionados
con los procesos oxidativos son utiles como biomarcadores de dafio oxidativo y
repuesta antioxidante (Fatima, 2005). Con el analisis 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 raiz, por lo
tanto un andlisis que involucre zonas de la raiz alejadas del meristema podrian
aportar informacién errénea debido a las diferencias en la respuesta antioxidante
de cada tejido radicular. Es conveniente aislar las zonas de la raiz para una mayor
comprension de los procesos oxidativos involucrados. Por ejemplo, las enzimas
Guaiacol peroxidasa, Ascorbato peroxidasa, Monodehydroascorbato
oxidoreductasa, Dihiroascorbato reductasa, Catalasa y Glutation reductasa
muestran patrones de actividad diferencial dependiendo de la zona de la raiz
(Cordoba-Pedregosa et al., 2003). La actividad peroxidasa in vivo revela un patrén
de distribucién especifica a lo lago de la raiz. El control en el balance de esas

moléculas parece existir a lo largo del eje de la raiz y puede ser relacionado
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directamente con los mecanismos involucrados en la elongacién y la divisién
celular. El rol del ascorbato sobre el crecimiento y desarrollo es discutido. Los
bulbos tratados con precursores de acido ascérbico o precursores inmediatos,
revelan una estimulacion en la tasa de elongacién de la raiz acompanada de un
incremento en la acumulacién de ascorbato y dehidroascorbato a lo largo del eje
radicular. Sin embargo, la distribucién de esas formas redox no es uniforme, y las
mismas se acumulan en zonas de metabolismo mas activo. Por otro lado, el
ascorbato y su precursor inmediato, la L-galactona-c-lactona también estimulan la
actividad de la glucosa- 6-phosphato e inhiben la actividad peroxidasa, que es
responsable de mantener la rigidez de la pared celular (Cérdoba Pedregosa et al.,
2005), Estos resultados son compatibles con la idea de que el ascorbato estimula el
crecimiento de la raiz incrementando su metabolismo. Por lo tanto, los estudios
de dafio oxidativo y respuesta antioxidante permiten establecer junto con los
ensayos de genotoxicidad, los niveles de riesgo asociados a la exposicion de los

diferentes agentes quimicos.

Otra caracteristica para considerar en el sistema que utiliza la raiz para la
evaluacion genotoxica de agentes es la dinamica de formacién de estructuras
microtubulares presentes en las células de las plantas superiores. En las plantas los
microtibulos desempefian un rol fundamental en la morfogénesis y en la divisién
celular (Kost et al, 1999; Kost y Chua, 2002). Las células meristematicas, en
particular, durante el ciclo de division presentan cuatro organizaciones de los
microtibulos principales asociados a las funciones de cada estadio (Goddard et al.,
1994). Durante la interfase, los microtibulos se encuentran ordenados en

estructuras paralelas orientados de manera perpendicular al eje de expansidon de la
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célula y dirigen la deposicién de celulosa (Cyr, 1994; Wymer et al., 1996). En el
inicio de la mitosis, estos microtibulos se organizan en un anillo llamado banda
preprofasica (BPP) y que rodea al nucleo donde define el plano de division y
determina la ubicacién de la placa celular formada durante la citocinesis
(Mineyuki, 1999). La BPP es posteriormente reemplazada por la formacién del
huso mitético (HM) que cuando se une con el cinetocoro de los centromeros
permite la segregacion de las respectivas cromatidas a dos polos distribuyendo la
informacién genética en las células hijas (Yu et al., 2000). Finalmente el
fragmoplasto (Fg) es una densa estructura derivada del HM, por reordenamiento
de los microtubulos que esta constituida por dos anillos microtubulares orientados
opuestamente en el centro de la célula y que dirigen las vesiculas que llevan
material para la formacién de la pared celular en el plano de divisiéon (Otegui and
Staehelin, 2000; Verma, 2001; Jurgens, 2005). 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 formacién de un anillo contractil y la placa de
divisién crece centrifugamente. Tanto el cuerpo medio del HM como el Fg
contienen un numero de proteinas asociadas a los microtibulos y kinesinas que

estabilizan la estructura (Jurgens, 2005).

Desde el punto de vista evolutivo es interesante referir que en las algas
rojas relacionadas filogenéticamente con las plantas verdes, se reportd la presencia
de un anillo contractil (Broadwater, 1999), sugiriendo que el Fg seria una
estructura derivada. En algas verdes se encuentran situaciones diversas e
intermedias (Verma, 2001, Lépez Bautista et al., 2003). Otras funciones vitales de

los microtibulos en las plantas estan asociadas con los procesos de morfogénesis
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durante el desarrollo del embrién (Steinborn et al., 2002), formacién de érganos
(Whittington et al, 2001), duplicacion de 6rganos (Thitamadee et al, 2002),
desarrollo de los tricomas (Kost etal., 1999), mantenimiento de la direccién
durante el crecimiento de las células de elongacién de la raiz (Bibikova et al,,
1999), organizacién del tubo polinico (Taylor and Hepler, 1997), y movimiento de
los estomas (Marcus et al, 2001). Todos estos procesos involucran cambios
conformacionales microtubulares en espacio y tiempo y un comportamiento
dinamico de crecimiento por polimerizacibn y acortamiento por
despolimerizacién, conocido como “inestabilidad dindmica” que es la base de los

cambios en la conformacion microtubular (Desai y Mitchison, 1997).

La inestabilidad dinamica se caracteriza por cuatro parametros: tasa de
crecimiento (1) , tasa de acortamiento (2), transicién de 1 a 2 o frecuencia de
catastrofe y transicién de 2 a 1 o frecuencia de rescate. (Mitchison and Kirschner,
1984). La alteracion en la inestabilidad dinamica lleva a que la célula responda
regulando la morfogénesis y el control de la divisién celular (Kirschner &
Mitchison, 1986; Belmont et al., 1990; Desai y Mitchison, 1997). La transicion de la
con formaciéon de BPP a HM es un punto clave en el ciclo por marcar el plano de
division de la célula y organizar el eje del HM. Las células con BPP afectada o
ausente estan severamente dafiadas (Traas et al., 1995; McClinton y Sung, 1997).
Muchos estudios se han orientado a analizar la formacion de las PPB (Mineyuki,
1999; Granger y Cyr, 2001), aunque los mecanismos atn son poco claros por lo que
son motivo para investigar la inestabilidad dindmica in vivo, con especial atencién

al comportamiento de las BPP (Dhonukshe &. Gadella, 2003).
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Otro aspecto a considerar en relacién a los microtibulos de las plantas
vasculares es que éstas no presentan un centro de organizaciéon microtubular
(MTOC) comparable a los centrosomas, sino sitios de nucleacién para microtubulos
distribuidos en el citoplasma y en las endomembranas, como las observables en el
reticulo endopldsmico, las envolturas nucleares o los plastidos. 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 células animales
(Palevitz, 1993). En las Bryophyta, considerado un linaje pivotal en la evolucién de
plantas vasculares, las organizaciones microtubulares mencionadas previamente
estan presentes, aunque presentan un MTOC bien definido y los HM se organizan
desde una estructura esférica acentriolar descripta como organizados polar o
centrosoma. Este aparato mitdtico es considerado transicional entre las algas
verdes y las plantas con semilla (Brown and Lemmon, 1990). Diferentes estudios
indican que, en plantas vasculares, la y - tubulina esta presente de manera ubicua
en sitios de nucleaciéon microtubular formando una entidad que migra durante el
ciclo celular de manera especifica y se asocia con organelas y sistemas de
endomembranas. Los MTOC en plantas pueden ser reconocidos por la presencia de
la y - tubulina y existen estados transicionales en plantas actuales que indican una
evolucion de un centrosoma corpuscular centriolar presente en algas y células
animales, a una asociacion difusa con la envoltura nuclear, observable en las

plantas vasculares.

El conocimiento de los procesos involucrados en la funcién 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. Indicadores de daiio

Los indicadores de dafio se pueden diferenciar segin 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 raices expuestas y cuantificando la inhibicion en el crecimiento de dichas raices
expuestas, asi como cambios en las caracteristicas morfologicas de las mismas

(Fiskesjo, 1985).

Entre las plantas utilizadas para biomonitoreo, A.cepa mostr6 ser eficiente
para tales estudios especialmente cuando se la utiliza para ensayos de induccién de
aberraciones cromos6micas y Micronucleos (Constantin y Owens, 1982; Grant,
1999). En el afio 1985 se publicé el primer protocolo propuesto por Fiskesjo.
Posteriormente otros autores implementaron modificaciones al protocolo original
en cuanto al nimero de bulbos utilizado, el tiempo de exposicion y la cantidad de
células contadas (Rank y Nielsen, 1993). Fiskesjo presenta en 1993 un protocolo
estandarizado para la aplicacion del test de Allium cepa para evaluacién de
toxicidad (método 1) y genotoxicidad (método 2). En el primero se considera como
indicador de toxicidad a la inhibicion en el crecimiento de las raices, estableciendo
que la concentracion efectiva 50 (EC 50) es el pardmetro de referencia, es decir la
concentracion del agente que pone en evidencia el valor de longitud
correspondiente al 50 % respecto de la longitud observada en el control. En el
segundo, considera la fraccién de células en division y el dafio por rotura

cromosOmica como los indicadores de genotoxicidad y como indicadores de
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pérdida o ganancia de cromosomas. Las alteraciones cromosémicas como C-
metafases, anafases multipolares, cromosomas rezagados o vagabundos, anafases
desorganizadas, pérdida cromosomica y células poliploides, podrian indicar
problemas en la formacién del huso mitético por disrupcién o mala formacidn,
determinando una mala segregacién de las cromatidas y alterando la distribucién
de la informacién genética en las células hijas (Saunders et al., 2000). Entre las
aberraciones cromosdmicas que indican rotura de la cromatina se pueden
mencionar, los fragmentos acéntricos, puentes anafisicos o telofasicos y
cromosomas pegoteados. Los Microntcleos se pueden producir espontdneamente
si biern su induccién aumentada respecto de un control no expuesto es indicio de
exposicidon a agentes genotoxicos (Heddle et al., 1983). La prueba de Micronucleos
esta considerada util para estudios de genotoxicidad, por ser eficiente, simple y
rapida (Cardozo et al., 2006). La presencia de Micronucleos, de acuerdo con varios
autores,, es interpretada como indicador de efectos clastogénicos o aneugénicos

(Walker et al., 1996; Cavas y Ergene-Gozukara, 2005).

1.3.5.1. Toxicidad mitdtica, Clastogenicidad y Aneugenicidad.

Lo parametros utilizados para evaluar genotoxicidad son un conjunto de indices y
variables mensurables en distintos ensayos que se detallan a continuacién:
Indices de genotoxicidad :

e Indice mitético (IM): se calcula como el nimero de células en divisién

mitotica de 1000 células totales contadas.
IM= N° células en mitosis/ 1000 células.
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Cuando las células se someten a un tratamiento con colchicina el IM= N°de
metafases / 1000 células
Los valores de IM permiten evaluar el efecto inhibitorio sobre la divisidn celular
somatica relacionada con las presencia de los agentes a los que se expone el
sistema de ensayo interpretado como toxicidad mitética. La disminucién en este
indice puede ser también indicio de genotoxicidad debido a que las mutaciones son
detectadas por los sistemas de chequeo y reparacién, aumentando la duracién de la
interfase. Para sustentar esta explicacién son necesarios. Incorporar al andlisis a
otros parametros de genotoxicidad

e Indices de fase: calculado a partir de la cantidad de células (N° de células)

en cada estadio de division del N° total de células contadas en mitosis.

Indice de profase (P)= N° de profases/ N° de células totales en mitosis

Indice de metafase (M)= N° de profases/ N° de células totales en mitosis

Indice de anafase (A)= N° de profases/ N° de células totales en mitosis

indice de telofase (T)= N° de profases/ N° de células totales en mitosis

El analisis de estos indices comparados con los controles puede evidenciar retraso
en estadios como la anafase cuando la segregacion cromosémica se dificulta por
ejemplo, por exposicion a sustancias que interfieren en la dindmica de
polimerizacion y despolimerizacion del huso mitético. Un aumento en las
metafases puede ser interpretado como un control del ingreso a anafase por
detectar falencias en el anclaje del cinetocoro-microtubulo.

Ensayos:

Aberraciones cromosomicas en anafase-telofase (AC). Se calculan como el total de
aberraciones observadas en 100 anafases-telofase totales. Las aberraciones

contabilizadas son de tipo puentes, fragmentos acéntricos, cromosomas rezagados,
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anafases desorganizadas, anafases tripolares o multipolares, anillos y se inluyen
las, C-metafases y las células poliploides. Segun la clase de aberraciones es posible
inferir el efecto del agente como clastogénico, aneugénico o con ambos efectos.
Para calcular la frecuencia de las aberraciones cromosdémicas inducidas por elm
agente se suman todas las aberraciones y los resultados se expresan como
porcentajes

AC: (Aberraciones / 100 anafase - telofases) x100.

Microntcleos: los microntcleos se forman como resultado de cromatina
proveniente de fragmentos o de cromosomas enteros que quedan fuera del sistema
de segregacion durante la interfase siendo los micronticleos expulsados del nucleo,
por lo tanto la contabilizacién de micronucleos se realiza en células interfasicas. La
frecuencia de microntcleos analizada sobre las células meristematicas se expresa
como:

Frecuencia de microntcleos (Mn): N° Mn / 1000 nucleos interfasicos.

Células binucleadas. Las mismas se forman cuando esta bloqueado el proceso de
citocinesis y como resultado se forman células binucleadas. Cuando esta disrupcién
se debe a dificultades en la formaciéon de los microtubulos del fragmoplasto
problablemente la afectacién del huso produzca células poliploides. Las células
binucleadas se contabilizan cada 1000 células totales en cualquier estadio.

Células binucleadas (Bn): Bn/ 1000 células totales observadas.

1.3.5.2. Daiio oxidativo y Disrupcién microtubular

TBARS (umol/mg prot). Medicion de las sustancias que reaccionan con el acido

tiobarbiturico (TBARS). La concentracion de TBARS se estimé mediante el
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coeficiente de extincién del complejo MDA-acido tiobarbittrico (156 mM-1 cm-1).
Los resultados se expresan como

nmol TBARS / mg proteinas.

Parametros enzimaticos:

Actividad Superéxido dismutasa (SOD). Estimacién indirecta de las unidades de
SOD por medicion fotoquimica de azul de formazan, que se puede cuantificar por
la lectura de su absorbancia a 560 nm. Se mide la actividad SOD sobre la base de la
capacidad de la enzima para dismutar al anién superodxido e inhibir de esta
manera la reducciéon fotoquimica del nitro blue tetrazolium (NBT) (o sea la
formacidn del azul de formazan). Una unidad de SOD se define como la cantidad de
enzima necesaria para inhibir el 50 % la velocidad de reduccién del NBT.

Los resultados se expresan como

unidades SOD/mg de proteinas(U SOD/ mg prot).

Actividad Catalaza (CAT). Dado que el per6xido de hidrégeno en solucién presenta
un maximo de absorcién al UV entre 230 y 250 nm, su descomposicion se puede
medir espectrofotométricamente como la disminucién de la absorbancia en el
intervalo experimental (Chance, 1954). Una unidad CAT se define como la cantidad
de enzimas que transforman 1 mmol de H202 por minuto.

Los resultados se expresan como

unidades CAT /mg proteinas (U CAT/ mg prot).

Parametros no enzimaticos.
Contenido de Glutation reducido (GSH). El acido di-tio-nitrobenzoico (DTNB)
oxida al GSH generando un compuesto coloreado, el acido 5 tio-2-nitrobenzoico

(TNB) que se monitorea espectrofotométricamente a 412 nm.
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Los resultados se expresan como

milimoles de GSH / mg prot. (umol GSH /mg prot)

Contenido de Acido ascérbico (AA) y Dehidroascérbico (DHA) y relacion AA/DHA
Se mide por el valor de absobancia en 525 nm después de la incubacién de 1 h a
37°Cy se refiere ala curvade calibracién (0 a160 nmoles of AA). El mismo proceso
se aplica al homogenato previamente reducido con 100 mM dithiotreitol (1 h a T°
ambiente). La concentracidon de dcido monodehidroascorbico (DHA) se calcula por
diferencia entre la absorbancia del homogenato reducido y no reducido. Los
resultados se expresaron como

mmol de AA o DHA / mg de proteina (umol AA /mg prot), (umol DHA / mg prot)

Disrupcién microtubular

Las estructuras microtubulares detectadas por inmunolocalizaciéon de las -
tubulinas se discriminan como bandas preprofasicas (BPP), husos mitéticos (HM) y
fragmoplastos (Fg). Se calculan los indices a partir de las estructuras totales
normales y anormales encontradas cada 1000 células observadas.. El porcentaje de
de estructuras andmalas o ausentes sobre las estructuras totales observadas. El
indice de cada clase de estructura y el porcentaje de estructura anormal de cada
clase.

Indice MTN = Estructuras normales/ 1000 células

indice MTA= Estructuras anémalas / 1000 células

MTA= (MT anormales / totales) x100

BPP=BPP/1000 células totales

HM=HM/1000 células totales

Fg=Fg/1000 células totales
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% BPPA= (BPPanormales/ BPP totales) x100
% HMA= (HM anormales/ BPP totales) x100

% FgA= (Fg anormales/ BPP totales) x100

1.4. Imidazoles

Los compuestos azolicos son sustancias quimicas sintéticas constituidas por
diferentes anillos fendlicos, cuya caracteristica comun es la presencia de uno o mas
anillos de cinco elementos en cuya estructura estan presentes un atomo de
nitrégeno y otro que puede ser azufre, oxigeno o nitréogeno. Los compuesto
imidazolicos son aquellos que en su estructura quimica presentan un imidazol, es
decir un anillo aromatico heterociclico con dos atomos de nitrégeno y que puede
presentar variantes en los sustituyentes segun el efecto deseado con su aplicacidn.
El imidazol es un anillo planar soluble en agua y solventes organicos y se encuentra
incorporado en diferentes moléculas de importancia biolégica como el aminoacido
histidina y la histamina. Diferentes drogas farmacolédgicas conteniendo el anillo
imidazolico presentan aplicaciones bactericidas, antifiingicas y antiparasitarias
(Godefroi et al.,, 1969). La aparicién del antecesor de los derivados azdlicos con
capacidad antimicrobiana tuvo lugar en los afios 40, con las investigaciones sobre
benzimidazoles. A partir de este momento, y de forma simultanea, dos casas
farmacéuticas: Bayer AG y Janssen Pharmaceutica, investigaron diferentes clases de
azoles con aplicacién clinica durante los afios 50 y 60, hasta el auténtico inicio de la

era de los imidazoles que se puede considerar en el afio 1969 (Plempel et al., 1969)
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El principal mecanismo de acciéon de los imidazoles fue demostrado por
primera vez por Vanden Bossche en 1983. Este autor comprobdé que
concentraciones bajisimas de miconazol eran capaces de bloquear la sintesis de
ergosterol en Candida albicans, 1o que producia la acumulacién de diferentes 14-a-
metil-esteroles a nivel celular. Los imidazoles alteran la composiciéon de los
esteroles de la membrana fungica mediante inhibicion del citocromo p-450

(Vanden-Bossche ,1978; Sonino, 1987).

1.4.1. Genotoxicidad del Metronidazol (Flagyl®),

El metronidazol (MTZ) 1-(hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol, es un agente
terapéutico, utilizado en el tratamiento de tricomoniasis, amebiasis y giardiasis.
Asi mismo, es de uso frecuente, tanto en procesos asociados a bacterias anaerobias
como para aumentar la efectividad de radiaciones ionizantes en el tratamiento
antitumoral (Anderson, 1981). Su uso se ha descrito como eficiente en
combinaciéon con agentes alquilantes y bajo condiciones de hipoxia, ya que
incrementa la eficacia terapéutica antitumoral de los mismos (Stratford and Adams
1982). E1 MTZ es una de las drogas mas estudiadas en humanos y se encuentra

aprobada por la “US Food and Drugs Administration (FDA)".

Las parasitosis son frecuentes en los paises tropicales y subdesarrollados,
donde existe una poblacién humana numerosa, susceptible y desfavorecida por las
condiciones climaticas, econémicas y sociales que facilitan la proliferacidn,
persistencia y permanencia de las enfermedades parasitarias (Reyes Romero y

Navarro Rojas, 1998). Los riesgos toxicologicos potenciales derivados de la
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utilizacién de las drogas indicadas para el tratamiento de estas afecciones, deben
considerar su relacidn costo-beneficio, teniendo en cuenta que estas enfermedades
infecciosas estan directamente asociadas a los estilos de vida y a las condiciones de

pobreza y marginalidad que favorecen su diseminacion.

El estudio del MTZ y de otros imidazoles cobra importancia en este marco
de referencia por su amplio uso y su comprobada utilizacién como automedicacién
por ser componete de numerosos farmacos de venta libre. Dada la naturaleza
quimica del MTZ, su biotransformacién podria seguir vias oxidativas o reductoras
mediadas por el sistema de citocromos P 450. Las primeras, darian lugar a grupos
hidroxi o acido acético por oxidacion de la cadena alifatica. El 1-(2-hidroxietil)-
hidroximetil-5-nitroimidazol es el metabolito mas abundante en la orina de
mamiferos acompanado por el 2- metil-5-nitroimidazol-1-il 4cido acético y 1-(2-
hidroxietil)-2-carboxil-5-nitroimidazol (Templeton, 1977). La via reductiva de
metabolizacién estd asociada con el efecto terapéutico de los nitroimidazoles, asi
como de otros compuestos con un sustituyente nitro, que origina una
hidroxilamina de corta vida y posteriormente una amina primaria (Muller, 1981).
Al ser las hidroxilaminas metabolitos que reaccionan con biopolimeros
nucleofilicos, los compuestos producidos por la senda reductora en la
biotransformacion del MTZ, son de especial importancia en genética toxicolégica,
dado que se pueden unir covalentemente a varias macromoléculas incluyendo la
molécula de ADN. (Edwars, 1986; Kedderis y Miwa, 1988). Otro mecanismo
propuesto es aquel que considera que el ingreso del MTZ a la célula anaerdbica es
seguido de la activacion bioreductiva del mismo y la formacién de un nitro anién

debido al gradiente de electrones que se genera a través de componentes con
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suficiente potencial redox negativo como para transferirlos. Este mecanismo da
lugar a la formacion de radicales libres, los que dafian el ADN, asi como a otros

componentes celulares (Raheter y Hanel, 2003).

Al revisar la literatura sobre la aplicacién de monitoreos de corto y largo
plazo en poblaciones expuestas terapéuticamente al MTZ se detectan resultados
controvertidos (IARC, 1977; Rustia et al,, 1979; Roe, 1983, Dobias et al.,, 1994;
Mudry de Pargament et al., 1994; Lopez Nigro et al. 2003; Mudry et al., 2007;
Buschini et al, 2009). Los modelos in vitro en algunos casos evidencian
genotoxicidad, segun diferentes parametros que dan cuenta de alteraciones tanto
en la cinética de la division celular como en la estabilidad cromos6mica. Esto se
refleja en trabajos realizados en cultivos de células CHO (Mudry de Pargament et
al,, 1994), en linfocitos de sangre periférica (Elizondo et al., 1994; Menéndez et al.,
2002; Lopez Nigro et al.,, 2003; Carballo et al., 2004; Gémez Arroyo et al., 2004) y
con Electroforesis de células individuales o Ensayo de Cometa (Rodriguez Ferreiro
et al, 2002). En otras publicaciones, se estableci6 una relaciéon inversa entre
concentracion plasmatica del MTZ y dafio al ADN, atribuyendo este dafio a un
metabolito (Elizondo et al., 1996; Menéndez et al., 2001). Por otra parte, entre los
estudios en los que el MTZ puso en evidencia otros resultados, incluso algunos
negativos en cuanto a la caracterizacion de su potencial efecto genotdxico, se
encuentran ensayos con lineas celulares de mamiferos en los que el efecto
genotoxico se registrd sélo en condiciones de hipoxia (Korbelik y Horvarth, 1980) y
ensayos de corto plazo (ECP) con linfocitos de sangre periférica (Hartley-Asp,
1979; Akiol et al., 2000; Fahrig y Engelke, 1997). En cuanto a los trabajos

desdarrollados en modelos in vivo, estudios de los ultimos afos realizados en
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distintas cepas de ratén atribuyen a la acciéon del MTZ el aumento significativo de la
frecuencia de micronucleos (Abrevaya et al, 2004; el-Nahas y el-Ashmawy, 2004).
Publicaciones previas atribuyen efectos genotéxicos al MTZ, si bien, en algunos
casos, el estudio del mismo esta condicionado a algun estadio del desarrollo. En
Neurospora crassa 'y en Saccharomyces cerevisiae, la mutagenicidad se evidenci6
solo en células vegetativas (Ong y Slade, 1978; Ong et al., 1979; Mhon et al., 1970).
El ensayo del letal recesivo en Drosophlla melanogaster no mostré efecto
genotoxico (Kramers, 1982) sin embargo se encontraron efectos teratogénicos
para el mismo modelo en otros disefios experimentales y con otros ensayos
(Palermo et al., 2004).)

Diferentes pruebas de mutagenicidad en procariontes revelaron efecto mutagénico
en bacterias con actividad nitroreductasa, y efecto no mutagénico en las variantes
donde esta actividad enzimatica estd ausente. Esto permitiria considerar que el
MTZ se activaria cuando se produce la reducciéon metabdlica intracelular mediada
por reductasas. (WHO, 1989; Adams ,1992). La mutagenicidad de orina de ratones
y humanos tratados con MTZ también fue demostrada, dado que en mamiferos el
80% del MTZ metabolizado se elimina como hidroximetronidazol (Loft, 1990), esto
concuerda con los resultados obtenidos al analizar en sistemas bacterianos, los
metabolitos oxidados 1-(2-hidroxietil)-hidroximetil-5-nitroimidazol y el 2-metil-5-
nitroimidazol-1-yl dcido acético, que presentaron mayor potencial mutagénico que
el MTZ original (Connor, et al, 1977; Voogd et al 1979). El hidroximetabolito del
MTZ indujo una relacién dosis respuesta en el incremento de la frecuencia de Mn
en lineas celulares con actividad del gen p53 (Menéndez 2002). Estudios en sangre
periférica humana demostraron un incremento en la frecuencia de intercambio de

cromatides hermanas (ICH) y disminucién en el indice mitético (IM) e indice de
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replicacion (IR) (Ccedilelik y Atescedil, 2006)

Ante estos hallazgos, diferentes autores refieren que no se puede descartar
la carcinogenicidad del MTZ y sus hidroximetabolitos, ya que la mutagenicidad
podria originar un proceso carcinogénico en individuos susceptibles. Hasta el
presente los estudios de carcinogenicidad son contradictorios, si bien, en estudios
en animales se detecta el desarrollo de tumores ante la exposicién a dosis
subtoxicas de MTZ. (Chacko and Bhide, 1986), no existen evidencias de incremento
de riesgo de cancer en humanos tratados con dosis terapéuticas de MTZ u otros 5-

nitroimidazoles. (Roe 1983, Lau et al., 1992; Tracy y Webster, 2001).

1.4.2. Genotoxicidad del Tiabendazol:

El 2-(4 thiazolyl) benzimidazole o tiabendazol (TBZ) es un quimico
utilizado como antihelmintico en medicina humana y veterinaria y como fungicida
para el control pre y post cosecha de frutas y hortalizas durante el transporte y
almacenamiento  (Grover et al. 2001; Lankas et al, 2001). Los datos
farmacocinéticos indican que el TBZ es absorbido rapidamente por ingestion oral y
alcanza picos de concentracion en plasma una hora después de ingerido (Goodman

y Gilman et al,, 1997).

Algunos pesticidas son considerados pro-benzimidazoles ya que si bien no
contienen un anillo benzimidazolico en su molécula 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 evidencié efectos
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teratogénicos ni fetotéxicos en ratas y conejos (Robinson, et al., 1965; Delatour et
al, 1974; Lankas y Wise, 1993) ni efectos reproductivos en ratas (Wise et al,,

1994).

El mecanismo de accién de estos compuestos se basa en la unién a B-
tubulinas libres en el sitio de unidn de la colchicina inhibiendo la polimerizacion de
los microtibulos e interrumpiendo la mitosis (Friedman y Platzer, 1978; Davidse,
1986,1987; Lacey, 1990; Hollomon et al, 1998; Hess y Nakai, 2000). Algunos
benzimidazoles mostraron capacidad para inhibir la polimerizacion de
microtibulos y efectos aneugénicos in vivo. Cuando se aplican para tratamiento
terapéutico de endoparasitosis humanas y animales o como fungicidas, se
considera que la unidn a las tubulina tanto en helmintos como en hongos, seria un
indicador pobre del potencial efecto aneugénico en mamiferos. Sin embargo existe
una buena correlacién para esos compuestos en las células de mamiferos, entre la
inhibicién de la tubulina y las evidencias de aneugenicidad in vitro y de ésta, con
respecto a la aneugenicidad in vivo. Los aneundgenos podrian ser también
clastégenos o producir metabolitos que actiian como clastégenos.

Benzimidazoles tales como el Carbendazim o el Benomyl mostraron efectos
adversos genéticos y reproductivos (Szabo et al., 1974; Seiler, 1975; Delatour y
Richard, 1976). Estos efectos adversos estan asociados a benzimidazoles que
poseen o metabolizan a través de carbamatos (Tocco et al., 1964). Se sabe que los
benzimidazoles carbamato derivados presentan una débil actividad aneugénica en
células somaticas y germinales (Lankas et al. 2001; Mailhes et al. 1997).

Los datos de genotoxicidad reunidos hasta la fecha para benzimidazoles son

suficientes para explicar los efectos mutagénicos observados. Cinco fungicidas
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benzimidazolicos fueron ensayados en meristemas de A. cepa para caracterizar
clastogenicidad : benomyl, carbendazim metil-tiofanatot, tiabendazol y fuberidazol.
Sélo el benomyl y el carbendazim exhibieron efectos clastogénicos en todos los
sistemas con relacién dosis respuesta (Sahu, 1983). Mas recientemente el efecto
del benomyl fue probado sobre el crecimiento y mitosis en meristemas de raices
de A. cepa, encontrando que el mismo ejerce efectos negativos sobre la division
celular (Dane, 2005). Dado que el TBZ no pertenece a ese grupo de benzimidazoles
se espera que esta molécula no presente unién a las tubulinas y esto fuera
consistente con la falta de efecto téxico en crecimiento y diferenciacion de células
cultivadas de embriones de ratas (Friedman and Platzer, 1978; Witthaker y
Faustman, 1992) y en los estudios mencionados anteriormente. Sin embargo
otros estudios in vitro atribuyen al TBZ capacidad de unién a - tubulina, y
efectos disruptores en la formaciéon de microtdbulos (Prichard, 1994) asi como no
disyuncion en células en divisién (Mudry de Pargament et al., 1987; Mc.Carrol et

al., 2002, Carballo, 2006).

Diferentes publicaciones ha comunicado el efecto genotoxico de TBZ sobre
sistemas procariontes y eucariontes. Asi, se reporté la induccién de micronucleos
en médula 6sea de raton (Barale et al., 1993; Marrazini et al,, 1994). Natarajan
(1993) describio perturbaciones en el aparato mitotico y disturbios en el huso en
lineas CHO, si bien encontr6 que el TBZ induce micronucleos cinetocoro negativos
en fibroblastos humanos indicando aneugenicidad negativa a diferencia de lo
observado en células Cl-1(Antoccia et al., 1991). Otros autores demostraron que

no induce micronucleos en linfocitos de sangre periferica humana, con y sin S9 -
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Mix (Holden et al., 1980; Migliore y Neri, 1991; Van Hummelen et al., 1995) y no
induce micronucleos en células Luc2 de Hamster chino (Lynch y Parry, 1993)
mientras que estudios recientes reportan la induccién de micronucleos en
linfocitos de sangre periférica humana para el rango concentraciones de 0,5-50
ug/ml (Santovito et al., 2010). Adler (1991) realizé estudios en medula d6sea y
espermatocitos de raton encontrando resultados contradictorios (Aardema et al.,
1998). El Ensayo Cometa se utilizd con ratones ddY y CD-1, a los que se les
suministraron dosis orales de TBZ (200-2000 mg/kg) para determinar el dafio al
ADN en varios 6rganos como el estdmago, higado, pulmén, entre otros, y se
encontraron incrementos significativos en la longitud del cometa (Sasaki et al.
1997). Otros ensayos In vivo analizaron aberraciones cromosémicas,
carcinogénesis en mamiferos y mutagenicidad en bacterias (Lankas et al. 2001,
Tada et al. 2001). Watanabe-Akanuma et al. (2003) no observaron efectos
mutagénicos en bacterias expuestas a TBZ, aunque, informaron sobre su capacidad
mutagénica cuando es foto activado con luz UV. Estudios realizados en diferentes
modelos concuerdan con que la genotoxicidad del TBZ estd asociada con la
alteracion del proceso de migracion de los cromosomas a los polos causado por
ausencia o disrupcion del huso mitotico, evento que puede llevar a aneuploidia o
poliploidia (Elhajouji et al., 1998; Tsuiki et al, 2001). Trabajos mas recientes
demostraron que TBZ induce el incremento de la frecuencia de lintercambio de
Cromatides Hermanas (ICH) en linfocitos de sangre periférica con y sin S9 -Mix.
para las concentraciones 50 y 100 ug/ml. e incrementa significativamente las

anormalidades del huso mitético en células CHO-K1. (Carballo et al., 2006)

64



A continuacién se hace referencia a los sistemas en los que se evalué el TBZ y los

efectos genotdxicos registrados hasta el momento de redacciéon del presente

trabajo de Tesis.

Sistema Efecto genotodxico Referencias
Levaduras Aneugenicidad Parry y Sors, 1993
Aspergillus nidulans Aneugenicidad Kappas et al, 1974

Rata
Linea celular CHO
Células embrionarias CHO
Linfocitos humanos
Oocitos de raton
Espermatocitos de raton
Hepatocitos de rata
Organos de ratén
Linfocitos humanos
Hep G2 humanos
Linea celular linfoblastoide
Linea celular linfoblastoide
Organos de Ratén
CHO

Linfocitos de Sangre Periférica
Humana

C-mitotis y mitosis aberrantes
Puentes anafasicos y husos
multipolares
Disturbios en la segregacion
Micronucleos
Microntcleos Cyt B
Aneuploidia
Aneuploidia
Citotoxicidad
Ensayo de cometa positivo
Micronucleo Cyt B
Induccién de Cyt P4501 Al
Dafio al ADN
Incremento en la longitud edl

cometa

Incremento de los ICH
Anormalidades del huso mitético

Incremento de ICH y CPC

Styles et al, 1973.
Mudry et al,, 1987
Natarajan et al,, 1993
Warret al., 1993
Lynch y Parry ,1993
Mailhes etal., 1997
Pacchierotti et al.,
1982
Leopardi et al., 1993
Nagatawa y
Moore, 1995
Sasaky et al,, 1995
Delescluse et al., 2001
Delescluse et al 2001
Sasaky et al.,,2002

Carballo et al., 2006

Carballo et al., 2006
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Estudios recientes sugieren que el TBZ afecta la dinamica de los microtibulos
despolimerizando y alterando el balance entre el conjunto de mondémeros de
tubulina y microtubulos polimerizados inhibiendo la sintesis de tubulinas por
control autoregulatorio (Pisano et al.,, 2000; Carballo et al., 2006). Las estructuras
microtubulares son esenciales para una mitosis funcional y esto requiere un
perfecto balance entre el ensambaje y desensamblaje de las moléculas de tubulina
(Sammak y Borisy 1988; Cassimeris et al., 1988). El efecto disruptor microtubular
despierta interés dado el uso terapéutico del TBZ y por ser veneno mitético que
inhibe la polimerizacién de los microtubulos, se constituyen en compuestos
quimicos de interés para ser utilizados en la investigacién de los procesos que

involucran la formacién de los microtubulos (Riffell et al., 2009).
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo general:

Evaluar el potencial genotdxico de los agentes quimicos Metronidazol y

Tiabendazol por medio de ensayos realizados en Allium cepa variedad Valcatorce

Objetivos especificos:

1- Evaluar la informaciéon aportada por el sistema de ensayo acerca de los
mecanismos de accién genotoxica de agentes quimicos pertenecientes al grupo

imidazdlico.

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

de toxicidad y genotoxicidad

3- Aplicar las metodologias de analisis de dafio microtubular utilizadas en otros

modelos, en A.cepay generar parametros de evaluacion

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

sistema de raiz de A. cepa por exposicion a MTZ.

5- Integrar los nuevos hallazgos sobre efecto genotdxico de compuestos
imidazolicos en la raiz de A.cepa, con los conocimientos producidos por el grupo de

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

HIPOTESIS 1:

Ho: El metronidazol (MTZ) en su formulaciéon comercial Flagyl® no ejerce accién

genotodxica sobre las células meristematicas de Allium cepa (Valcatorce)

Ha: MTZ en su formulaciéon comercial Flagyl® ejerce accion genotdxica sobre las

células meristematicas de Allium cepa (Valcatorce)

HIPOTESIS 2:

Ho: MTZ en su formulacién comercial Flagyl® no produce dafio oxidativo ni

respuesta antioxidante en la raiz de Allium cepa (Valcatorce)

Ha: MTZ en su formulacién comercial Flagyl® produce dafio oxidativo y respuesta

antioxidante en la raiz de Allium cepa (Valcatorce)

HIPOTESIS 3:

Ho: El Tiabendazol (TBZ) en su formulacién comercial Foldan® no ejerce accion

genotoxica sobre las células meristematicas de Allium cepa (Valcatorce)

Ha: TBZ en su formulaciéon comercial Foldan® ejerce accién genotoéxica sobre las

células meristematicas de Allium cepa (Valcatorce)

HIPOTESIS 4:

Ho. TBZ en su formulaciéon comercial Foldan® no induce dafio en los

microtubulos de las células meristematicas de Allium cepa (Valcatorce)

Ha TBZ en su formulacion comercial Foldan® induce dafio en los microtibulos de

las células meristematicas de Allium cepa (Valcatorce)
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

3.1.1. Bulbos de Allium cepa

Para el presente trabajo se utilizaron bulbos de cebolla (Allium cepa L.)
como modelo experimental en plantas vasculares. En este sistema de ensayo, los
tejidos meristematicos y de elongacion, que forman parte de la raiz en crecimiento,
se exponen a las sustancias cuyo efecto se desea evaluar, con el fin de analizar
indicadores toxicoldgicos, como la elongacion de la raiz, y genotoxicolégicos como
la inhibicién en la divisidon mitdtica, alteraciones en la duracién de las fases del

ciclo celular y aberraciones cromosdémicas inducidas en anafase-telofase.

La utilizacién 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 implementacion (Grant, 1982). Otras caracteristicas de interés
estan relacionadas con la posibilidad de exposicién directa del apice, un tejido
altamente proliferante que mantiene intactos los procesos celulares y se constituye
como un modelo in vivo y como tal, corresponde al Nivel 3 de analisis de

genotoxicidad (Mudry y Carballo, 2006).

71



3.1.1.1. Procedencia de los bulbos

La cebolla (Allium cepa L.) es una especie cultivada en Argentina en San
Juan, Mendoza y sur de Buenos Aires. Taxondmicamente, pertenece a la familia de
las Lilidceas y como caracteristica de comercializaciéon, representa el 16% de las
exportaciones de hortalizas. Como particularidades de su fisiologia, la cebolla
cumple un ciclo bienal, forma el bulbo en el primer afio y florece en el segundo.
Los bulbos, después de cosechados y antes de su acondicionamiento, se
seleccionan de acuerdo a las caracteristicas de la variedad en cuanto a la forma, el
color, el tamafio y la sanidad. La conservacion en cantidad después de la cosecha se

puede hacer a campo o en depositos techado en contenedores (Gaviola, 1997)

El valle bonaerense del Rio Colorado es la principal zona productora de
cebolla de la Argentina. La bulbificacién es inducida por la interaccién entre el
largo del dia y la temperatura, y esta interaccién determina los limites de
adaptacion para las diferentes variedades. El fotoperiodo es el factor mas
importante en la formacion del bulbo, de este modo las variedades se pueden
clasificar como de dia corto, intermedio o largo. Las de dia corto corresponden a la
“valencianita”, las de intermedio a la “torrentina” y las tardias a las “valencianas”,
entre éstas se destaca la variedad “valcatorce” que es una variedad de dia largo.
Para bulbificar necesita una duracion del dia de mas de 16 horas. Esta variedad
abarca el 90 % de la superficie cultivada en la Argentina. El resto se reparte entre
“cobriza” INTA, “valuno” INTA vy “grano de oro” (Izcovich, 1999). La variedad
“valcatorce” (Fig. 1) fue desarrollada originalmente en la regién cuyana. Es el

cultivar que se comporta mas satisfactoriamente en cuanto a rendimiento y en
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conservacién post-cosecha (Galmarini, 1997).

En el presente trabajo de Tesis se utilizo la variedad ‘“valcatorce”
desarrollada por el INTA, por ser la de mayor disponibilidad, rendimiento y
conservaciéon post-cosecha en el periodo comprendido entre abril y septiembre de

cada afio y en el que se realizaron los experimentos de laboratorio.

Fig.1 Cosecha de bulbos “valcatorce” en el valle del rio Colorado (Escala 1:25)

3.1.1.2. Conservacion del material

Los bulbos utilizados en este disefio experimental, correspondieron a la
cosecha de cada afo en curso (2004, 2005, 2006 y 2007). Los mismos se recibieron
entre marzo o abril de cada afo provenientes de cultivares del sudeste de la
provincia de Bs. As. Una vez recibidos, los bulbos se conservaron en heladera a 4°C

hasta su utilizacion dentro del mismo periodo anual.
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3.1.2. Agentes quimicos evaluados

Para el desarrollo de las investigaciones del presente trabajo de Tesis se
utilizaron las siguientes formulaciones farmaceuticas y comerciales conteniendo
principios activos y excipientes.

-Flaglyl ® suministrada por Lab. Phrone-Poulenc Rorer (MTZ 500 mg, Excipients
c.s.). Principio activo: Metronidazol (1-(hidroxi-etil)-2-metil-5-nitroimidazol).
Férmula quimica: C6H9N303. Peso molecular: 171,15. CAS RN 443-48-1.

-Foldan® suministrado por laboratorios Andrémaco (TBZ 500 mg, Excipientes c.s.).
Principio activo: Tiabendazol; (2-(tiazol-4-il)-benzimidazol). Férmula quimica:
C10H7N3S. Peso molecular: 201.2. CAS RN 48-79-8.

-Azzurro® suministrado por laboratorios Chemiplant (zineb 70%, excipientes
30%) Principio activo: zineb; etilen-bis-ditiocarbamato de zinc. Formula quimica:
C4H6N2S4Zn. Peso molecular: 275.78. CAS RN 12 122-67-7. Se utilizé para la

puesta a punto de la técnica de inmunolocalizacién de microtibulos.

3.1.2.1. Solvente

-Dimetil sulféxido, suministrado por Laboratorios Baker. (DMSO0). Férmula

quimica: C2HsSO Peso molecular: 78,13 CAS RN: 67-68-5. Se utiliz6 como solvente

para vehiculizar los compuestos a evaluar.
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3.1.2.2. Control negativo

Para todos los experimentos, el control negativo fue el agua utilizada para
realizar las diluciones de los compuestos que consistié en agua corriente filtrada

con filtros SPA ®,

3.1.2.3. Control positivo

-Grisovin® suministrado por laboratorios Glaxo (TBZ 500 mg, Excipientes c.s.).
Principio activo: griseofulvina: acido-2- (acetiloxi) benzoico. Férmula quimica:
C17H17Cl06. Peso molecular: 352,76 g/mol CAS RN126-07-8 utilizada como
control positivo en los ensayos con TBZ por su demostrado efecto como disruptor

microtubular e inductor de aberraciones cromosdémicas.

3.1.3. Colorantes para cromosomas

-Orceina acética

-Orceina BioPack. (CAS N2 1400-62-0). Diclorhidrato de 4',6-diamidino
-2-fenilindol (DAPI), Merck.

-loduro de propidio, Sigma

-Medio de montaje con “antifading” (Vectashield mounting medium H1000 Vector

Laboratories, Burlingame , CA, USA).
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3.1.4. Anticuerpos anti 3-tubulina
-Fluoresceina isocianato (FITC) conjugado con anticuerpo monoclonal anti -

tubulina, Sigma

3.1.5. Reactivos para medicion de dafio oxidativo

-Inhibidores de la proteasa benzamidina 0,2 mM y fenil-metil-sulfonil-fluoruro
(PMSF) 0,5 Mm

-buffer fosfato 50mM, pH 7-8, metionina 13mM, EDTA 0,1mM.

-Actividad superoxido dismutasa (SOD): Nitro Blue Tetrazolium NBT.

-Actividad catalasa (CAT): perdxido de hidégeno. Férmula quimica: H202.
-Glutatién reducido (GSH): 5, 5-dithiobis 2-acido nitrobenzoico (DTNB).
-Peroxidacidn lipidica (TBARS): acido tiobarbiturico (TBA).

-Acido Ascorbico y dehidroascérbico (ASC, DHA): acido tricloroacético, 4cido

ortofosforico, a,a’-dipiridil, cloruro férrico.

3.1.6. Fijadores

Fijador para tincion estandar:

-Acido  acético glacial, Merck (CAS N° 64-19-7). Férmula quimica:
CH3COOH/C2H402. Peso molecular: 60,1.

-Etanol, Merck (CAS N° 64-17-5). Formula quimica: CH3CH20H. Peso molecular:
46,1.

-Fijacion para inmunolocalizacion (p H= 8,2)

-Para-formaldehido, Merck (CAS N° CAS 30525-89-4). Formula quimica: (CH20)n
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Peso molecular: 30

3.1.7. Tampones

-Buffer estabilizador de microtibulos (MSB) (Inmunolocalizacién)

-PIPES Piperazine.1, 4-bis (acido etanosulfénico), 1.5 Sodio. Merck (CASN® 5625-
37-6). Formula quimica: CBH18N206S2. Peso molecular: 302,35.

-EGTA &cido etilenglicol-bis-(-aminoeti) tetraacético (CAS No.: 67-42-5) Féormula
quimica: C14H24N2010. Peso molecular: 380,35

-Sulfato de magnesio

-Buffer para homogenatos (dafio oxidativo)

-Fosfato de Sodio (CAS N°7558-79-4). Férmula Quimica: Na2HPO4.Peso Molecular:
141,96

EDTA. Acido etilendiaminotetraacético (CAS N°60-00-4). Férmula Quimica:

C10H16N208. Peso Molecular: 294

3.2. METODOS

3.2.1. Cultivo de bulbos de Allium cepa Valcatorce

Los bulbos de Allium cepa Valcatorce fueron utilizados para inducir el
crecimiento de las raices adventicias que surgen del primordio ubicado en el disco
inferior de los mismos. Para los ensayos se eligieron bulbos de tamafo parejo y

pequefios. Como maximo se sumergen en el liquido La 2/3 partes inferiores del
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bulbo. El ingreso de agua a las células del primordio induce el crecimiento de
raices adventicias. Estas raices crecen en el medio liquido que puede ser
suplementado con agentes quimicos o mezclas complejas para evaluar el efecto
sobre varios aspectos relacionados con el proceso de crecimiento. El crecimiento
de la raiz se produce por la contribucién de 2 procesos. La divisién celular que
ocurre en la regién meristematica de la raiz que es el extremo distal con respecto al
bulbo y la elongacién de las células que se originan a partir de las meristematicas
formando en la region proximal contigua a la meristematica la zona de elongacion.
En la regién proximal al bulbo la raiz presenta células mas diferenciadas. Los
aspectos evaluados por la exposicién de agentes son la inhibicion de la elongacién
de la raiz considerado un parametro macroscépico e indicador de toxicidad y los
cambios citolégicos y citogenéticos, por efectos sobre la division celular,
parametros microscopicos indicadores de genotoxicidad. La exposicidn se realiz6
siempre después de permitir el surgimiento de las raices hasta aproximadamente 1
cm (24 horas, para asegurar que el bulbo produjera raices). Una vez finalizada la

exposicion de las raices, las mismas se utilizan como sistema de estudio.

3.2.1.1. Condiciones de cultivo

Las condiciones en que se realizaron los cultivos se determinaron a partir de los
meétodos de la literatura. La metodologia para el suministro de oxigeno y el tiempo
de exposicion se determinaron después de realizar ensayos para estudiar la
variacion de oxigeno durante el crecimiento de las raices en funciéon de la
necesidad de aportar aire exterior.

El tiempo de exposicion se determind poa partir de estimar el tiempo que
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transcurre en un ciclo celular para las células meristematicas de A. cepa var.

Valcatorce.

3.2.1.2 Condiciones de temperatura y pH

La temperatura es un factor condicionante para los procesos bioldgicos y
en el caso de la division celular, es sabido que dentro de cierto rango fisiolégico no
interfiere en los procesos aunque puede modificar la velocidad del ciclo. En
diferentes estudios se intentd establecer la duracién del ciclo celular en Allium
cepa, para diferentes valores de la temperatura (Nuti Ronchi y Arcara, 1967; Lopez
Saez et al, 1966; Matagne, 1968) sin embargo los resultados hallados hasta la
redaccion de este trabajo de Tesis, no son conclusivos y las diferencias también
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 22 y 23 °C. Durante los ensayos, el pH se
mantuvo cercano a 7 y el mismo se midié y control6 con Ph metro Checker®

(Hanna instruments).

3.2.1.3. Condiciones de luz-oscuridad

Durante el tiempo en que transcurrieron los ensayos, los bulbos de cebolla se

mantuvieron en una estufa de cultivo que funcioné como camara oscura, con el fin

de no interferir con el crecimiento de las raices.
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3.2.2. Acondicionamiento y exposicion de los bulbos.

Para todos los experimentos realizados, los bulbos fueron preparados
quitando las catafilas exteriores y las raicillas del disco de crecimiento evitando
dafiarlo. Una vez enjuagados por 1 hora con abundante agua corriente, se
colocaron en los recipientes conteniendo agua filtrada con el objetivo de estimular
el crecimiento de las raices durante 24 hs. Al finalizar este periodo se eligieron los
bulbos de cada recipiente que cumplieran con la condicién de haber comenzado el
crecimiento de las raices y que éstas tuvieran una longitud pareja entre 0,5y 1 cm.
Para el crecimiento de las raices a partir de los bulbos se disefiaron recipientes de
vidrio en forma de cubeta de 500 cm3 de capacidad. Los recipientes se colocaron
en una estufa de cultivo 23 °C en la que se colocaron 10 bocas de suministro de
aire. Ambas se conectaron por un orificio a 2 compresores ubicados en el exterior

de la cAmara. Por este medio se suministré aire a cada recipiente por burbujeo

continuo. (Fig. 2).

Fig 2. Vista interior de la estufa que operé como camara oscura donde se observan los
bulbos de Allium cepa en las cubetas de cultivo con las respectivas bocas de aireacion
individuales (escala 1:7)
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3.2.3. Preparacion de las soluciones (muestras y controles)

Un comprimido conteniendo 500 mg de MTZ (Flagyl®), TBZ (Fodan®) o
GSF (Gisovin®) fue diluido en 10 ml de DMSO para preparar la solucién madre a
partir de la cual se realizarian las diluciones de los agentes quimicos a evaluar. Las
diluciones se realizaron con agua filtrada que se utilizé como control negativo. Se
prepararon concentraciones de 10, 50, 100, 250 y 500 ug/ml. Las mismas se
seleccionaron en base a trabajos previos en otros modelos (Rodriguez Ferreiro et
al., 2002; Lopez Nigro et al., 2003). La concentracién maxima del solvente DMSO en
las soluciones de ensayo alcanzé el 1% . Se utilizé esa concentracién para el

control del solvente.

Para la puesta a punto de la técnica de inmunolocalizacién de tubulinas se
utilizé la formulacién de Zineb (Azurro) 1 ug/mly 10 ug/ml, como referencia a las
concentraciones previamente utilizadas para el analisis en células de cultivo CHO
en la Catedra de Citologia de la Universidad de la Plata, lugar donde se puso a
punto la técnica de marcado con anticuerpos contra (3-tubulina. Para preparar las
soluciones de Azzurro (concentracion aproximada de Zineb 70% p/p) se
disolvieron 10 mg de la formulacién en 1 ml de DMSO y se realizaron las diluciones

hasta alcanzar las concentraciones 1 y 10 ug/ml de Azzurro.

3.2.4. Disponibilidad de oxigeno en las condiciones de cultivo

El porcentaje de saturacion del oxigeno disuelto depende de Ila

81



temperatura del agua. La presencia de algunos minerales en una solucién reduce la
solubilidad de los gases debido a que las sales disueltas en agua reducen los
espacios intermoleculares disponibles para la disolucion del oxigeno. Los valores
de solubilidad del oxigeno 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 bioldgico. Para garantizar la disponibilidad del oxigeno se
han propuesto dos métodos. La aireaciéon permanente o el recambio de la solucion
de trabajo cada 24 hs. Con el fin de evaluar la eficacia de ambas metodologias de
suministro de oxigeno, se procedié a colocar los bulbos durante 24 horas con
aireacion constante y posteriormente, se procedid a retirar la aireacién sélo a un
grupo de bulbos. A partir de ese momento se midié la concentracién de oxigeno
con un oximetro H19143 Hanna ® portable electronic meters, durante el tiempo
que transcurrié el experimento a partir del inicio del ensayo. Dado que en el
transcurso de las 24 hs, la deplecion de oxigeno fue muy elevada en los grupos de
bulbos sin aireacién, se decidié utilizar la aireacién constante como método de

suministro de oxigeno para todos los experimentos.

3.2.5. Determinacion de la duracion del ciclo celular

El ciclo celular en Allium cepa determinado por Gonzalez Fernandez en
1966 es de 13,5 hs, la duracion de la interfase en esas células es de 11,2 hs y la
mitosis de 2,3 hs, con la profase de 64 min, la metafase de 18 min, anafase de 13
min y telofase de 42 min de duracién. Estos valores pueden variar dependiendo
de factores tales como la temperatura de cultivo, la disponibilidad de oxigeno del

medio y la presencia de agentes tdxicos. Para el disefio 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 exposicion de las raices a los agentes en estudio. Para establecer la duracion del
ciclo celular en las células de Allium cepa variedad “valcatorce” se utiliz6 el método
de marcacién por inhibicién de la citocinesis con cafeina desarrollado por Giménez
Martin en 1965. El caracter binucleado es la condicién de marcado de estas
células. Los bulbos de Allium cepa se pusieron a germinar en agua corriente filtrada
con aireacion continua y a 23 °C durante 24 horas, tiempo en el que las raices
alcanzaron una longitud aproximada de 1 cm. Posteriormente, se agregd una
solucién de cafeina 5 mM (0,1%) obtenida de una solucién stock 10x. Las raices se
expusieron durante 1 hora a la cafeina. La concentraciéon de cafeina utilizada
indujo la inhibicién irreversible de la citocinesis, sin presentar efectos adversos ni
detener el ciclo celular. El momento de accién de la cafeina representa el 1% de la
duracidn total del ciclo y tiene lugar en la telofase tardia. La observacién del tejido
meristematico tratado permite seguir las células binucleadas hasta que las mismas
vuelvan a ingresar a la mitosis y de este modo se obtiene el tiempo de duraciéon del
ciclo celular. A la estimacién realizada se le sumaron dos horas considerando que

las exposiciones pueden retrasar el ciclo celular.

3.2.6. Evaluacion de toxicidad

Para la evaluacion de toxicidad se siguié el protocolo propuesto por
Fiskesjo (1985, método I). El mismo consisti6 en dejar crecer las raices expuestas
con los compuestos a evaluar y dos grupos que se dejaron crecer en agua

(control) y solucion con solvente dimetilsulféxido al 1% durante 72 horas
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respectivamente. La inhibicién en el crecimiento es indicador de toxicidad para los
procesos involucrados en el mismo. La evaluacién de toxicidad permite seleccionar
las concentraciones para la evaluacion de genotoxicidad ya que aquellas
concentraciones que inhiben el crecimiento de las raices en mas del 50 % con

respecto al control son descartadas para dicho analisis.

3.2.6.1. Medicion de las longitudes

Una vez que Los bulbos se retiraron del recipiente las raices fueron medidas
tomando 20 raices de cada bulbo y calculando el promedio por concentracidn.
Otra forma de medir las raices es tomando la medida del “mechén” de raices de
cada bulbo para cada concentracién. La inhibicién del crecimiento se relativiza con
el crecimiento de las raices expuestas al control tomando éste como el 100%. A
partir del porcentaje de inhibicién del crecimiento se establecié la concentracién
efectiva 50 (CE so) como la concentracion que presenta valores por debajo del 50

% de los valores observados en el control.

3.2.7. Evaluacion de genotoxicidad

Para la evaluacion de genotoxicidad, la exposicién de las raices a los agentes
estudiados correspondio a dos ciclos de division. En cada recipiente se colocaron 5
bulbos con el disco del primordio sumergido en agua. Una vez finalizada la
exposicién, las raices se cortaron con una longitud de aproximadamente 2 cm
desde el apice y se fijaron en 3 partes de etanol absoluto y 1 parte de acido acético,

durante 24 hs, en heladera. Posteriormente se transfirieron a una soluciéon de
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etanol 70% hasta el momento de la realizacién de preparados. El efecto genotéxico
de cada agente a evaluar se midi6 a través de la cuantificacion de indicadores de
alteraciones inducidas en el ciclo celular, dafio cromosémico y anormalidades en la
segregacidn de las cromdtidas y de la citocinesis.

Los biomarcadores vinculados a dichos eventos son los siguientes:

Alteraciones en el ciclo: Inhibicién del indice mitético.

Alteraciones en los indices de fase.

Dafio cromosémico o clastogénesis: Fragmentos acéntricos, puentes anafasicos o
telofasicos, anillos, micronucleos.

Anormalidades en la segregacién de las cromatides y citocinesis: Cromosomas
rezagados, C-metafases, poliploides, Husos tripolares o multipolares, Anafases

desorganizadas, Micronucleos, Células binucleadas, Minicélulas.

3.2.7.1. Obtencion de preparados

Las raices se colocan durante 10 minutos en una solucién de acido clorhidrico
1 N, para disgregar la pared celular y permitir el ingreso del colorante al interior de
la célula. Al finalizar la digestion de la pared celular se separa el apice de la raiz y se
coloca sobre un portaobjetos con una gota de orceina acética. Con aguja de
diseccidon se disgrega el material y se coloca un cubre objetos aplicando la técnica
de aplastado. Para la observacion de las células se utiliza microscopio de campo

claro en 400 y 1000 aumentos (Leica DMLB).
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3.2.7.2. Determinacion del indice mitdtico y de fases

El indice mitdtico (IM) se calculé como el nimero de células en division
cada 1000 células totales observadas.
Los indices de fases (P, M, A, T) se calcularon como el nimero de células en cada

fase / células totales en divisidn.

3.2.7.3. Determinacion de la frecuencia de Micronucleos

Los Micronucleos pueden ser considerados como aberraciones de los
nucleos interfasicos y se calcularon como nimero de micronucleos sobre 1000
nucleos interfasicos. Las minicélulas y las yemas nucleares ( del inglés,” nuclear
bud” o “Buds”) fueron contabilizados de la mima forma en el casos de haber sido

observados.

3.2.7.4. Determinacion de la frecuencia de aberraciones cromosomicas

Aberraciones anafase -telofase: Se calcularon las frecuencias de cada uno de los

indicadores de dafio cada 100 anafases - telofases, expresando los resultados como

porcentaje de mitosis anormales totales. Las células binucleadas, dado que se

pueden observar en interfase o en division, se calcularon sobre 1000 células totales

observadas.

3.2.8. Analisis de dafio microtubular en células expuestas a TBZ

86



Una vez finalizada la exposiciéon a TBZ, siguiendo el mismo protocolo
aplicado para evaluar la genotoxicidad, las raices fueron fijadas durante 45
minutos a temperatura ambiente en una preparacion de para-formaldehido al 4%

en tampén estabilizador de microtibulos (MTBS).

3.2.8.1. Obtencion de los preparados

Finalizada la fijacidn, se realizaron 3 lavados de 45 minutos en MTBS, se quit6
todo el volumen posible del buffer con pipeta de de 200 ul cuidando de no dafar
los apices y se afadieron 10 ul de mezcla de enzimas durante 20 minutos a 372 C,
para digerir la pared celular. La mezcla enzimatica se compone de dos soluciones:
Solucion A: Celulasa 2% P/V - Pectinasa 20 % V/V en MTBS. Solucién B: Celulasa
Ozonuka 2% P/V - Pectinasa 20 % V/V en MTBS. Para preparar la solucién de
trabajo: se colocan 4 partes de solucién A y 1 parte de solucién B. Seguidamente,
se realizan 3 lavados de 5 minutos cada uno en MTBS. Se coloca el material
sumergido en MTBS en hielo y se separan los apices para el aplastado sobre
portaobjetos. Se coloca el cubreobjetos y se repiquetea sobre el mismo
aplastandolo con papel absorbente. Posteriormente se coloca en hielo seco hasta
su congelamiento y se hace saltar el cubre con un bisturi. Una vez descongelado se
coloca en un vaso de Koplin con MTBS para evitar la formacion de los cristales de

hielo.

3.2.8.2. Inmunolocalizacion de tubulinas

Los portaobjetos conteniendo las células se colocaron en metanol (Merck K
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GaA, Darmstad, Germany) a -20°C° para su fijacion. Seguidamente, se realizaron 2
lavados de 15 min en MTBS. Para la marcacion, las células fueron incubadas con el
anticuerpo monoclonal antitubulina conjugado con FITC. El anticuerpo se diluyé
1:50 en MTBS conteniendo 3 % de albimina bovina (Sigma). Se colocan 50 ul del
anticuerpo en cada preparado. Se les coloca un cubreobjetos y se deja incubando
en estufa ,en oscuridad, a 372 durante 3 horas. Al finalizar la incubacidn, , se quita
con cuidado el cubreobjeto y se realizan lavados con MTBS de 5 min cada uno.
Para la contratincién de la cromatina, los preparados se colorearon con loduro de
propidio (0,1 ug/ml, 10 minutos, Sigma) en la primer serie de experimentos y en
las siguientes, con soluciéon DAPI 2,5 mg/ml. con el colorante diluido al 0,05 % V /

V.

3.2.8.3. Determinacion del daiio microtubular

Se analizaron las siguientes estructuras microtubulares: Bandas
preprofasicas (BPP), husos mitéticos (HM) y fragmoplastos (Fg). Se registro la
presencia de estructuras normales y anormales (entre ellas ausentes o no
formadas). Como figuras anormales se consideraron los husos mitdticos
incompletos o desorientados, husos tripolares, bandas preprofasicas incompletas,
fragmoplastos no conformados o ausentes y figuras aberrantes en las que los
microtubulos se encontraran sin una clara morfologia. Los registros se realizaron

sobre 1000 células.

3.2.9. Respuesta al dafio oxidativo en células expuestas a MTZ.
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Las células expuestas a 250 ug/ml de MTZ se sometieron a estudios de
dafio oxidativo y respuesta antioxidante. Esta concentracion se eligié por ser la mas

alta que se utiliz6 para los estudios de evaluacion de genotoxicidad de MTZ.

3.2.9.1. Obtencion de los homogenatos

Una vez finalizada la exposicidn las raices tratadas con MTZ y las no
tratadas, fueron cortadas en piezas de 2 mm para obtener la zona meristematica y
la zona de elongacién separadamente. El tejido para la preparacién de cada
homogenato fue pesado hasta alcanzar 200 mg. Los tejidos fueron colocados en
tubos coénicos descartables de Z2ml(Eppendorf) (que fueron mantenidos
permanentemente en hielo) con buffer fosfato 50 mM a pH 7 conteniendo 1 mM de
EDTA. Como inhibidores de proteasas se utilizaron benzamidina 0,2 mM y PMSF
0,5 Mm. El tejido fue macerado durante 20 minutos y el extracto fue centrifugado
con centrifuga refrigerada a 42C en 8000 rpm durante 20 minutos. Al sobrenadante
se le agregaron inhibidores de la proteasa: benzamidina 0,2 mM y fenil-metil-
sulfonil-fluoruro (PMSF) 0,5 mM. Los sobrenadantes se utilizaron como fuente

enzimatica.

3.2.9.2. Determinacion de indicadores de dafno oxidativo no

enzimaticos.

Para la medicion del dafo oxidativo se utilizaron como marcadores no
enzimdticos el contenido de mal6ndialdehido (MDA) mediante la técnica del

TBARS, sustancias que reaccionan al acido tiobarbiturico (Vavilin et al.,1998), los
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niveles de glutation (GSH), por reaccién con el acido di-tio-nitrobenzoico (DTNB)
(Anderson, 1958) y el contenido de acido ascérbico (AA) que se estima usando el
meétodo de bipiridil (Knorzer et al., 1996) y dihidroascoérbico (DHA) por medio de
la reduccién a acido ascérbico por incubaciéon con &cido ditiotreitol (Okamura,
1980). Como marcadores enzimdaticos se utilizaron la actividad Superoéxido
Dismutasa (SOD) dada la capacidad de inhibir la reduccion fotoquimica del
NBT(nitro blue tetrazolium) (Beauchamp y Fridovich, 1971) y la actividad Catalasa
(CAT) que se mide por el incremento en la concentraciéon de H202 por registro de
absorbancia en 240 nm (Claiborne, 1985). El contenido de proteinas solubles
totales se midié por el método de Bradford (1976), utilizando albiimina sérica
bovina como estdndar. Los resultados se expresaron como microgramos de

proteina por ml de homogenato.

Determinacién de peréxidos lipidicos

Los productos de la oxidacién de acidos grasos poliinsaturados (perdxidos de
lipidos) reaccionan con el acido tiobarbittrico en medio acido a temperatura, para
dar malondialdehido (MDA), compuesto coloreado (rosado) que se puede medir
espectrofotométricamente por su pico de absorcién a 532 nm (Janero, 1990). 11g
del sobrenadante obtenido del homogenato total fue mezclado con una solucién de
acido tiobarbiturico (TBA) seguido de incubaciéon a 95 - 100 2C durante 15 min.
Cuando se enfrio, la mezcla de reaccion fue centrifugada y se determind la
absorbancia del sobrenadante en 535 nm. La concentracién de TBARS fue
estimada usando el coeficiente de extincion del complejo MDA-4cido

tiobarbiturico.

90



Determinacidn del contenido de Glutatién reducido (GSH)

Se determiné el contenido de glutation reducido mediante el método de
Anderson (1985) en presencia de acido di-tio- nitrobenzoico (DTNB).
Dado que 2GSH +DTNB — GSSG +TNB donde el DTNB oxida al GSH generando un
compuesto coloreado, el TNB (tio-nitrobenzoico), que se monitorea a 412 nm.
El homogenato celular se desproteinizé utilizando acido sulfosalicilico al 10%
durante 30 min y luego se centrifugé durante 10 min a 8000 rpm. En cada tubo se
colocaron 80 uL de muestra, 335 uL de acido 5, 5-dithiobis 2-acido nitrobenzoico y
585 ulL de buffer fosfato de Sodio 0,143M, a pH 7,5, conteniendo 6,3 mM de EDTA.
Las muestras se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente y se ley6 la
absorbancia a 412 nm. Para determinar el contenido de GSH reducido en las
muestras se utilizé una curva estandar. Los resultados se expresaron como nmol

GSH por mg de proteinas

Determinacion de acido ascorbico (AA) y dihidroascdrbico (DHA)

El contenido de AA fue estimado utilizando el método de dipiridil.
Muestras de homogenato fueron preincubadas en 0,5 mM de ditiotreitol (DTT)
para reducir el DHA y posteriormente medir el AA total. La concentracion de DHA
fue estimada por diferencia entre el valor de AA obtenido después de la

preincubacion con DTT menos el contenido de AA medido sin preincubacién con

DTT.
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3.2.9.3. Determinacion de indicadores de daiio oxidativo enzimaticos.

Superdéxido dismutasa (SOD)

Se determind la actividad SOD midiendo la habilidad para inhibir la
reduccion del Nitro Blue Tetrazolium (NBT) mediante la utilizacion de la técnica de
Beauchamp y Fridovich, 1971.

El ensayo consiste en generar anién superoxido (02-) a partir de la reduccién de
riboflavina y mediante el NBT, detectar el radical a través de una reaccién

colorimétrica que se puede cuantificar a 560 nm.

Riboflavina + luz—0; - + NBT Azul de formazan (color azul)

02-+02-+2H+ e HZOZ +02

SOD

Se midio6 la actividad enzimatica sobre la base de la capacidad de la enzima
para inhibir la reduccion de la fotoquimica nitroblue tetrazolio (NBT). Se agreg6
buffer fosfato 50mM, pH 7,8, metionina 13mM, EDTA 0,1mM, NBT y 0-8 uL (0, 2,4y
8) de extracto enzimatico. Por ultimo se agregaron 46 uL de riboflavina, llegandose
a un volumen final de 3mL. Los tubos se mezclaron y se colocaron a 30 cm de 2
tubos fluorescentes de 15W durante 15 minutos. Luego se procedié a la lectura en
espectrofotometro a 560 nm. Los resultados se expresaron como unidades de SOD
por mg de proteinas. Una unidad de SOD se define como la cantidad de enzimas

necesarias para inhibir el 50% de reduccién de la tasa de NBT.

Catalasa (CAT)
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La enzima catalasa interviene en la siguiente reaccion:
H202, — 2 H20+02 (1)
Catalasa

La medicién de la actividad enzimatica en condiciones de saturaciéon de
sustrato es imposible dado que la enzima se inactiva por concentraciones de
peroxido de hidrogeno mayores que 0.1 M (Aebi, 1984). Sin embargo, la
descomposicidon del peréxido de hidrogeno responde a una reaccién de primer
orden, siempre que se utilicen intervalos de reaccién cortos y concentraciones de
peréxido de hidrégeno entre 0,01 y 0,05 M (Liick, 1963).
Metodologia: A una cubeta de cuarzo con 1 ml de buffer K-fosfato 40 mM pH 7,5, se
agregaron de 30 a 40 pl de homogenato celular, tomando la lectura del valor de
absorbancia a 240 nm como linea de base (blanco). La accién catalitica se inicié
con el agregado de 10 pl de H202 3 M. Se tomaron lecturas de los valores de
absorbancia a 240 nm cada 5 segundos entre los 0 y 60 segundos (intervalo en el
que se obtuvo la estabilizaciéon de la pendiente). Los resultados se expresaron
como unidades CAT por mg de proteinas. Una unidad CAT se define como la

cantidad de enzimas que transforman 1 mmol de H202 por min.

3.2.10. Analisis estadistico de los datos

La prueba “t” de Student para muestras independientes fue aplicada para las
comparaciones estadisticas de los datos de longitudes de las raices, indice mitotico,
aberraciones cromos6micas anafase-telofase y células binucleadas asi como en la
evaluacién 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 utiliz6 el programa Statistica (1999).

Los resultados para las variables vinculadas al dafio oxidativo y la respuesta
antioxidante se compararon estadisticamente 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 analisis estadistico se utilizo

el software Graph Pad Prism 3.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacion del ciclo celular

Los estudios de toxicidad y genotoxicidad utilizando Allium cepa como modelo
experimental, se iniciaron con la puesta a punto de la caracterizacién de su ciclo
celular. Los estudios referidos fueron realizados después de estudiar la duracién
del ciclo celular para la variedad Valcatorce en las condiciones en las que fueron
realizados los ensayos. Para ello se utiliz6 el método de marcacion por induccién
de células binucleadas propuesto por Giménez Martin (1965). Tal como se detallé
en Materiales y Métodos, se empled cafeina como bloqueador de la citocinesis
poniendo en evidencia la formaciéon de células binucleadas. El estudio de
meristemas en activa division, permite establecer el nimero relativo de células en
cada fase del ciclo y asi determinar la duracién absoluta de cada una de esas fases.
El andlisis de fases se realizé a partir de la observaciéon de células en division

mitotica con tincién estandar.

4.1.1. Marcacion de las células

La accion de la cafeina se produce durante el final de la telofase por lo tanto, el
seguimiento en el tiempo de las células binucleadas permite detectar el ingreso a
la mitosis subsiguiente y asi medir el tiempo transcurrido durante la interfase. Para
esto es necesario realizar fijaciones periddicas de las raices desde el tiempo cero,

que es el momento en que se agrega cafeina al medio de cultivo, hasta que se

96



observan las primeras células binucleadas en profase (biprofases). Los intervalos
en el que se realizaron las fijaciones fueron 6, 8,9,12 y 13 hs. En cada intervalo se
extrajeron entre 5 y 10 raices para realizar la fijaciéon y el resto se dejé en el medio
de cultivo. Posteriormente se realizaron los preparados para su observacion al
microscopio 6ptico utilizando las raices correspondientes a cada intervalo. Los
datos obtenidos de las muestras correspondientes a los intervalos entre 0-12 hs
fueron considerados como los valores de Indice mitético y del porcentaje de células

binucleadas. (Tabla 1).

Tabla 1. Porcentaje de células en division y binucleadas en raices
meristematicas de Allium cepa tratadas con cafeina.

Tiempo  (%)Céls en division  (%)Céls binucledas

hs X+DS X+DS

0 7,64+1,46 -

6 7,77%£1,50 2,70+0,64*
8 7,26+0,69 2,67+0,71*
9 7,03+1,59 2,29+0,77*
12 7,34+1,48 2,24+0,67**

Los porcentajes de células en divisiéon y binucleadas se calcularon sobre 1000
células totales observadas.
* Células interfasicas
**Células en interfasicas y profésicas.
Para los intervalos de 12 y 13 horas se calcularon las células binucleadas en
divisién mitotica con respecto al total de células observadas y los porcentajes de

células binucleadas en division con respecto al total de células binucleadas. En la

hora 12 se observoé que una fraccién de células binucleadas se encontraba en
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profase mientras que a las 13 horas el aumento de células binucleadas en

diferentes estadios de mitosis aumentaba considerablemente (Tabla 2)

Tabla 2. Células binucleadas en divisién en meristemas de raices de Allium cepa alas 12y a
las 13 hs. de exposicién a cafeina

(%) Céls. binucleadas en division (%) Céls. binucleadas en
hs / céls. totales division/ céls. binucleadas
totales
12 0,22+0,14 9,19+3,41
13 1,31+0,39 59,11+3,31

Al observar un preparado de meristemas de raices de Allium cepa en el
microscopio optico, la probabilidad de encontrar una célula en un dado estadio del
ciclo celular es funciéon del tiempo que ésta permanece en el mismo. Por lo tanto, el
porcentaje de células observadas en mitosis bajo condiciones normales de
crecimiento es proporcional al tiempo de duraciéon de la mitosis.

Las primeras células binucleadas en profase (biprofases) se detectaron en la
muestra de 12 horas. La divisién mitética para esas células marcadas (por su
condicion de binucleadas) ocurrié en los momentos previos de cumplidas las 12
horas. Siguiendo el mismo razonamiento, la fraccion de células 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
células se encuentran en profase. El valor correspondiente a ese porcentaje se

resta entonces de las 12 horas y es el tiempo que corresponde a la interfase.
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4.1.2. Estimacion de la duracion del ciclo celular

El porcentaje de células en interfase se calcula por diferencia con el valor de IM
expresado en %. Considerando que ese valor porcentual corresponde a la interfase
y que el 100% corresponde a la totalidad del ciclo, se realiza el siguiente calculo en
el que se obtiene el tiempo correspondiente al transcurso de un ciclo celular.

Tc (hs) = Tix100%/ (100- IM)%

Donde :

Tc: Tiempo correspondiente al ciclo celular

Ti: tiempo correspondiente a la interfase

100-IM es el porcentaje de las células correspondiente a la interfase.

Finalmente restando al tiempo total, el tiempo de la interfase, se conoce el tiempo
correspondiente a la mitosis Tm.

Tm=TcxIM/100

Conociendo las fracciones relativas a cada fase de la mitosis y por medio de los
valores del indice de fases se infiere el tiempo que corresponde a cada una de las
fases del ciclo celular (Tabla 3). En sintesis, la observacién en el microscopio de las
células meristemdaticas de Allium cepa permite medir el tiempo en el que
transcurre la interfase, el porcentaje de células en mitosis y de cada fase mitética.
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 andlisis se realiz6 para 3 muestras independientes obteniendo asi valores

promedio y desvio estandar de cada uno de los valores mencionados.
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Tabla 3. Indice mitético, indice de fases (P M, A, T) yduracién en minutos
de la mitosis y de cada fase, obtenidos a partir de células meristematicas
de A. cepa (cultivo de 12hs)

X+ DS Duracién (min)
IM 7,34+1,48 56+7,74
P 67,69+ 4,53 38,50+7,58
M 9,95+ 6,56 5,61+0,60
A 14,61+ 3,06 8,08+0,73
T 7,33+ 0,54 4,34+0,33

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

La duracién aproximada del ciclo celular de A. cepa variedad Valcatorce es de 13 hs.
Las muestras obtenidas a las 12 horas fueron utilizadas para estimar la duracién
de la mitosis y de cada fase ya que de las mismas se infiere el valor del tiempo

correspondiente a la interfase (Tabla 4).

Tabla 4. A. cepa: Tiempo del ciclo celular, la mitosis y la interfase

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Promedio*DS

Tc (hs) 12,78 13,16 12,87 12,94+0,20
Tm (hs) 0,79 1,16 0,87 0,94+0,19
Ti (hs) 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 exposicién a agentes

puede incidir sobre la duracion del ciclo celular, se determiné que la exposicién
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de las raices durante 30 hs. es un tiempo adecuado para asegurar el paso por dos
ciclos de divisidn para la variedad INTA Valcatorce y que permitia evaluar el efecto
de los agentes estudiados sobre el ciclo celular y las distintas fases y estructuras

comprometidas en el mismo.

4.2. Determinacion de las concentraciones de oxigeno en los medios de

cultivo con y sin aireacion

Los valores de concentracién de oxigeno en las soluciones se determinaron en
condiciones de suministro de aire con burbujeo continuo y sin suministro de aire.
El objetivo fue conocer la variacién de la concentracién de oxigeno en un ensayo de
48 horas en ambas situaciones. Al realizar mediciones de oxigeno a las 24, 30 y 48
hs se demostré que cuando no se suministra aire, a las 24 horas de iniciada esta
quita, los valores de la concentracién de oxigeno disminuyen y a las 48 hs, alcanzan

valores cercanos a cero (Tabla 5).
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Tabla 5. Concentracidn de oxigeno en el medio de crecimiento de las raices
cony sin aireacién para 0, 24, 30 y 48 horas.

Tiempo 02 (ppm)

hs . . . .
Aireacién  Sin aireacion

0 7,72+0,01 7,60+0,32

24 7,25+010 2,76+0,60***

30 6,93+0,12 1,64+0,20***

48 6,25+0,17  0,44+0,05***

Student t-test;*** p<0,001. ppm: partes por millén

Las raices que crecieron en ambos medios, con y sin aireacidén, se diferenciaron
por su tasa de crecimiento. El calculo del porcentaje de crecimiento de la raiz para
cada intervalo demostré que la deplecion del oxigeno interfiere negativamente en
el ritmo de crecimiento de la raiz. Este resultado es concordante con la inhibicién
en el indice mitético (IM) de las células sometidas a hipoxia cuando se la compara

con el de las que crecieron con suministro de aire (Tabla 6).

Tabla 6. Crecimiento diferencial de las raices de A. cepa en relacién a la variacién de O3

Intervalo  Deplecién de 02 (ppm) Crecimiento de la raiz IM (%)

(hs) (%)

C/aireacién S/aireacién C/aireacion S/aireacion C/aireacion S/aireacion

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

24-48 -0,70+0,20 -2,30+0,60 3630 19+3%* 7,78%£2,59  4,59+0,20*

Student t-test * p<0,05; **p<0,01. C/: con; S/: sin; hs: horas; 02: Oxigeno
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El andlisis citogenético de las células meristematicas para 48 horas de cultivo sin
aireacion, indica efectos deletéreos manifestados como un aumento significativo
del efecto C-mitosis, condensacién cromosoémica, citoplasmas voluminosos y

redondeados, e induccién de micronucleos (Tabla 7, Figura 3).

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

Condiciones del cultivo  C- mitosis =~ Fragmentos Mn
Con aireacion 1,04+1,61 - -
Sin aireacion 20,28+8,19** 1,98+3,46* 13,8+2,7***

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

Figura 3. Células meristematicas de A. cepa expuestas a condiciones de hipoxia. a) metafase con
cromosomas no alineados en la placa metafasica, se observa el citoplasma redondeado y
voluminoso. b) Mmicrontcleos en interfase y profase con cromatina condensada de manera no
uniforme, algunos nucleos se observan deformados. ¢) metafase con cromosomas ubicados con una
orientacién oblicua, no alineados, se observan los limites entre las dos cromatidas.d) prometafase
con cromatina fragmentada. e) cromosomas altamente condensados. f) Mmicronucleos en interfase.
(1000X%)
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4.3.Toxicidad y genotoxicidad por exposicion metronidazol (MTZ)

4.3.1. Toxicidad

Las raices expuestas a concentraciones crecientes de MTZ mostraron inhibicién
estadisticamente 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 téxicos sobre los procesos involucrados en el crecimiento

longitudinal de la raiz.

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

Concentracion Longitud de raices Crecimiento
(ug/ml) (cm) (%)
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
e Concentracion < EC50
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Figura 4. Promedio (Mean), desviacidn estandar ( SD.) y error estandar (SE) de la longitud de las
raices de A. cepa expuestas a concentraciones crecientes de MTZ y controles.

Estos resultados indican que la exposicion a MTZ , dentro del rango de
concentraciones ensayado, es tdxica para los procesos involucrados en el
crecimiento de las raices de A. cepa. Siguiendo el criterio de toxicidad propuesto
por Fisjesko (1993), las raices tratadas con 500 ug/ml de MTZ fueron descartadas
para los estudios de genotoxicidad debido a que la inhibicién superé el 50 % del
crecimiento respecto del control (Figura 5). Los analisis citogenéticos fueron
realizados entonces, en exposiciones que abarcaron el rango de concentraciones

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

0 DMSO 10 50 100 250 500
MTZ (ug/ml)

Figura 5. Inhibicién del crecimiento de las raices expuestas a concentraciones crecientes de MTZ.
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El analisis estadistico mostré que existen diferencias estadisticamente
significativas entre las longitudes registradas para las raices expuestas a cada una
de las concentraciones de MTZ con una relacion concentracién-respuesta. En la
Figura 6, se puede observar el efecto sobre el crecimiento de las raices que fueron

expuestas a diferentes concentraciones de MTZ.

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

4.3.2. Genotoxicidad

El analisis de las células meristematicas de raices de A. cepa muestra que los
valores de IM no presentan diferencias estadisticamente significativas. Lo
observado permite aseverar que la proliferacién de las células no se ve afectada
por la exposicion a MTZ en las condiciones del ensayo. Lo mismo se puede decir
para las aberraciones cromosémicas (AC) en anafase -telofase, la frecuencia de

Microntcleos y de células binucleadas. (Tabla 9).
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Tabla 9. Indice mitético (IM), aberraciones en anafase - telofase en células meristematicas de A. cepa
expuestas a MTZ y los respectivos controles(0 y DMSO 1%).

Concentracion IMz DS (%) Anafases -telofases anormales AC totales *DS
(ug/ml) (%)
Fg C-met An.Des

MTZ 0 7,46x2,15 _ _ 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 cromosomicas. Ds: Desvio estandar; Fg: fragmento; C-met: C-
metafase; An. Des: anafases desorganizadas; IM: sobre 1000 células. Aberraciones cada 100 anafases
telofases .

Los valores corespondientes a los Indices de fase no presentaron diferencias
estadisticamente significativas comparados con los observados en los controles,

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

condiciones del ensayo aplicadas en este trabajo de Tesis (Tabla 10).
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Tabla 10. Indices de fase en células meristematicas de raices de A.cepa expuestas a distintas
concentraciones de MTZ y controles (0 y DMSO 1%).

Concentracién P M A T
(ug/ml)
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. Daiio 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 raiz de A. cepa, se llevaron a cabo estudios para evaluar el dafio oxidativo
y la respuesta antioxidante enzimatica y no enzimatica de las células expuestas a 250
ug/ml de MTZ. Se eligi6é esta concentracion por ser la mayor concentracion utilizada en
estudios de genotoxicidad yque presenta inhibicidon 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
meristematico y otra al tejido de elongacién, ambos de las mismas raices de Allium cepa
que previamente estuvieron expuestas durante 30 hs a 250 ug/ml de MTZ.

realizadas sobre los mostraron diferencias

Las mediciones homogenatos

estadisticamente significativas para dafno oxidativo (TBARS) en el tejido de elongacién
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expuesto a MTZ (MTZ E) respecto de los controles mientras que no se observaron
diferencias en el tejido meristematico (MTZ M). La respuesta antioxidante GSH se observd
aumentada para ambos tipos de tejidos, mientras que SOD, CAT, aumentaron con
diferencias estadisticamente significativas en el tejido meristematico. Mientras que AA y
DHA no mostraron diferencias significativas para ambos tejidos, la relacion AA/HA se

modific6 para MTZ M (Tabla 11).

Tabla 11. Dafio oxidativo y respuesta antioxidante en tejido de elongacién y meristematico 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* 3,710,38 5,52+1,56

SOD (USOD/ mgprot)  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+593  355,40+72,73

CAT (UCAT/ mgprot)  29,245342  48,38+17,21 13,9724,64  72,16£6,9**
AA (umol/mg prot) 137,0343,65  27536152,83  97,32+¢9,31  122,68+29,36
DHA (umol/mgprot)  104,36+25,89 200,16£10534  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 elongacion expuesto a control (E): tejido de elongacidn expuesto a 250ug/ml de metronidazol; C(M) tejido
meristematico expuesto a 250ug/ml de metronidazol; MTZ(M): tejido meristematico expuesto a 250ug/ml de metronidazol.
TBARS: Sustancias que reaccionan con el 4cido tiobarbitilico. SOD: Superéxido dismutasa. GSH: Glutation reducido. CAT:
Catalasa. AA: Acido ascérbico. ADH: Acido dihidroascérbico.uUmol/mg prot: Micromol/ miligramos de proteina total. U CAT:
Unidades de Catalasa. U SOD: Unidades de Superéxidodismutasa.

Los resultados obtenidos en los ensayos de dafio oxidativo indicarian que el tejido de

elongacion en las raices de Allium cepa, presenta peroxidacion lipidica compatible con

dafio en las membranas celulares y probable dafio en la funcién celular como respuesta a

la exposicion a MTZ, mientras que la misma exposiciéon no induciria peroxidacion lipidica

en el tejido meristematico en las condiciones en las que se realizaron los ensayos (Figura
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7). Estos resultados serian compatibles con la inhibicién en la elongacién de la raiz sin

dano en las células meristematicas.

— == =a (%]
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Figura 7. Niveles de peroxidacién lipidica medidos como sustancias que reaccionan con el dcido
tiobarbiturico (TBARS) en tejido de elongacién expuesto a control: C(E) y a 250 ug/ml de MTZ: MTZ (E),
tejido meristematico 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 enzimaticas por
medicion de las actividades Catalasa (CAT) y Superoxido dismutasa (SOD) arrojan un
aumento estadisticamente significativo para ambas enzimas en las mediciones realizadas
sobre el tejido meristematico. Las mismas mediciones indican que el tejido de elongacion
no presenta diferencias significativas con respecto al contol (Figuras 8 y 9) . Estos
resultados indicarian que las células meristematicas contrarrestaron la produccion de
especies reactivas del oxigeno (ROS) por la exposicion a MTZ, impidiendo el dafio

oxidativo.
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Figura 8. Medicion de la actividad catalasa (CAT ) en tejido de elongacién expuesto a control: C(E) y a 250
ug/ml de MTZ: MTZ (E), tejido meristematico expuesto a control: C(M) y a 250 ug/ml de MTZ: MTZ (M). .
Student t-test ** p<0,01
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Figura 9. Medicion de la actividad Superéxido dismutasa (SOD) en tejido de elongacién expuesto a control:
C(E)ya 250 ug/ml de MTZ: MTZ (E), tejido meristematico 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 enzimatica, la exposicion a 250ug/ml de MTZ,
produce en ambos tejidos un aumento estadisticamente significativa del contenido de
Glutation reducido con mayor signifcancia estdistica en el tejido de elongacion (Figura

10).
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Figura 10. Contenido de Glutatién reducido (GSH) en tejido de elongacion expuesto a control: C(E) y a 250
ug/ml de MTZ: MTZ (E), tejido meristematico 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 enzimatica, es el aumento en el contenido del
Ascorbato (ASC) reducido. Esta molécula se presenta también en estado oxidado como
Dehidroascorbato (DHA). Tanto el tejido meristematico como el de elongacion no
presentan diferencias estadisticamente significativas con respecto al control por

exposicion al MTZ (Figura 11) para ninguna de las dos especies moleculares.
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Figura 11. Medicién de ascorbato (AA) y dehidroascorbato (DHA) en tejido de elongacion expuesto a
control: C(E) y a 250 ug/ml de MTZ: MTZ (E), tejido meristematico expuesto a control: C(M) y a 250 ug/ml
de MTZ: MTZ (M).
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La relaciéon AA/DHA depende del estado REDOX de los tejidos en la raiz de A. cepa . La
misma se obsservo modificada para la zona meristematica después de la exposicion a
MTZ. este resultados podria indicar que bajo las condiciones del ensayo la exposicion a

MTZ alteré las condiciones REDOX en el tejido meristematico (Figura 12).
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Figura 12. Medicidon de la relacién ascorbato/ dehidroascorbato (AA) /(DHA) en tejido de elongacion
expuesto a control: C(E) y a 250 ug/ml de MTZ: MTZ (E), tejido meristematico 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 exposicion a Tiabendazol (TBZ)

4.4.1 Toxicidad

Las raices de A. cepa expuestas a concentraciones crecientes de TBZ mostraron inhibicion
en el crecimiento para el rango de concentraciones 50-250 ug/ml.

El andlisis estadistico considerando las longitudes correspondientes a cada categoria de
exposicion indican que la concentraciéon 50 ug/ml presenta toxicidad equivalente a los
100 ug/ml . Mientras que la toxicidad aumenta con la concentracion 250 y 500 ug/ml.
Estas dos ultimas concentraciones no presentan diferencias significativas entre si por lo
que en el rango estudiado la relaciéon concentracién respuesta solo se cumple dentro del
rango 100y 250 Ug/ml ( Tabla 12; Figura 13)
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Tabla 12. Crecimiento de raices de A.cepa expuestas a concentraciones crecientes de TBZ y controles (0 y

DMSO 1%).

Concentracion (ug/ml)

Longitud de raices

% Crecimiento

(cm)
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
11
10 -
ol -
€ MTeTTl —_
S gl [II=T1T R
£, L — = mm
o i -1
S 6} — AL
3 TTTTT
? 5 L
3 4 L - CT =TT
3 T
B Ml
0 DMSO 10 50 100 250 500 -
TBZ (ug/ml)

+Std. Dev.
+Std. Err.
Mean

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

La concentraciéon 500 ug/ml se descart6 para ensayos de genotoxicidad por inducir una

inhibicién 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
exposiciéon de las células de A. cepa a concentraciones crecientes de TBZ produjo
inhibicion en el indice mitético (IM) de las mismas para el rango entre 50-250 ug/ml de

TBZ con respecto al control (Figura 14).
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Figura 14. Promedio (Mean), desviacion estandar ( SD.) y error estdndar (SE) del IM en células
meristematicas de A. cepa expuestas a concentraciones crecientes de TBZ y controles (0 y DMSO 1%).
La induccion de divisiones anormales se observé en el rango 10- 250 ug/ml incluyendo
incremento en la frecuencia de micronucleos, células binucleadas y aberraciones en
anafase-telofase. El Indice Mit6tico (IM) es inversamente proporcional a la concentracién
de TBZ a la vez que la frecuencia de Micronucleos (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 mitético (IM), frecuencia de Microntucleos (Mn) , Células binucleadas (Bn) y Aberraciones en anafase - telofase en células meristematicas de A. cepa

expuestas a TBZ.

Concentracion (pg/ml)  IM + DS (%) Mn £ DS Bn + DS Aberraciones cromosémicas en ACxSD (%)
anafases -telofases
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*

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 cromosémicas. IM: sobre 1000 células. Aberraciones cada 100 anafases telofases .
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Figura 15. Promedio (Mean), desviacidn estandar ( SD) y error estdndar (SE) de las Aberraciones anafase-
telofase (AC) en células meristematicas de A. cepa expuestas a concentraciones crecientes de TBZ y
controles (0 y DMSO 1%).

Las aberraciones detectadas estdn asociadas con dificultades en la migraciéon y
segregacion de las cromatidas, 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 indices
de fase pusieron de manifiesto este efecto por incremento en el indice 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 exposicion 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 citologico, podriamos atribuir efectos genotdxicos al TBZ en las
concentraciones ensayadas sobre las células meiristematicas de A. cepa por induccion de

biomarcadores de disrupcién de la segregacion de las cromatides y la citocinesis.
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Figura 16. Células meristematicas de A. cepa expuestas a concentraciones crecientes de TBZ: Anafase con plano
de division 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 cromosdmicos aparecen laxos y pegoteados f) Célula poliploide con cromosomas desorganizados. g)
Célula binucleada (1000 X).

Tabla 14 indices de fase, en células meristematicas de raices de A. cepa.

indices de fase

Concentracion (pg/ml) P M A T
TBZ O 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 evaluacion del dafio microtubular en células de Allium

cepa expuestas a TBZ

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

Azzurro®

La puesta a punto de la técnica de inmunolocalizacién de tubulinas se realizé utilizando un
agente quimico de conocida accién disruptolliuma de los microtibulos, el Zineb en su
formulacién comercial Azzurro®. Se eligié este compuesto por su condiciéon de disruptor
microtubular referida en la literatura. Las concentraciones de Azurro® utilizadas fueron las
utilizadas en trabajos previos en la linea celular CHO (Soloneski, 2003) y se refieren a la
concentracion de la formulacion comercial y no del principio activo Zineb, el cual se
encuentra en el Azzurro® en una concentracion aproximada del 70%. Dichas
concentraciones de Azzurro® se emplearon tanto para el ensayo de Allium cepa con tincion
estdndar como para la inmunolocalizaciéon de tubulinas. Los resultados obtenidos en el
analisis citogenético con tinciéon convencional muestran que la concentracion 10 ug/ml
inhibe el IM y ambas concentraciones inducen aberraciones cromosomicas en anafase-
telofase. La frecuencia de Micronucleos no present6 diferencias significativas con respecto al

control indicando que la exposicon a Azzurro® no induce su formacién ( Tabla 15).
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Tabla 15. Indice mitético (IM), Microntcleos (Mn) , Células binucleadas (Bn), Aberraciones en anafase -
telofase en células meristematicas de A. cepa expuestas a Azzurro®.

Concentracion IM + DS Mn + DS Aberraciones cromosémicas en anafase AC+ DS
(ug/ml) (%) (%) -telofase %

Ptess An Rez C-met Anades

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 analisisde células meristematicas de A. cepa expuestas a 10 ug/ml de
Azzurro arroja valores que indican toxicidad mitética. Este resultado exlicaria que la
frecuencia de aberraciones anafase- telofase sean menores para esta concentracién que para
1 ug/ml que no inhibe significativamente el IM (Figuras 17 y 18). Probablemente la
concentracion mas elevada produzca un dafio 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), desviacién estandar ( SD.) y error estandar (SE) en células meristematicas de A.
cepa expuestas a Azzurro® y a los respectivos controles (0 y DMSO).
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Figura 18. Promedio (Mean), desviacion estandar ( SD.) y error estandar (SE) de las Aberraciones

cromosdémicas (AC) en células meristematicas de A. cepa expuestas a Azzurro® y a los respectivos controles (0
y DMSO0).

Las aberraciones cromosémicas mas frecuentes, son compatibles con efectos a nivel de
microtubulos 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 meristematicas de A. cepa expuestas a Azurro®. a) Anafase desorganizada y cromosomas
pegoteados b) Agrupacion anémala de cromosomas con anillo c) C-metafase d) Anafase con cromosomas
desordenados y anillo. €) Puente en telofase f) Anafase desorganizada con puente (1000 X).

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

La Griseofulvina (GSF) en su formulacién Griseovin® fue utilizado como control positivo
para comparar los resultados obtenidos con TBZ en los estudios de inmunolocalizacién de
tubulinas ya que se trata de un compuesto de conocida accién como disruptor microtubular
que induce todo tipo de aberraciones cromosdémicas. Estos efectos se manifiestan tanto en
modelos animales como de plantas vasculares (Voutsinas et al., 1997). La concentraciéon de
GSF a utilizar como control positivo en los estudios de inmunolocalizaciéon de tubulinas en

las células meristematicas se determin¢ al realizar ensayos convencionales en Allium cepa.
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Con el diseno experimental propuesto se buscaba conocer la respuesta de las células
meristematicas a la exposicion a concentraciones crecientes de GSF (10, 50, 100 y 250
ug/ml). En estos ensayos se observo que la GSF inhibia el IM en todo el rango de
concentraciones ensayado, exhibiendo valores de elevada toxicidad mitotica para las dosis
250 ug/ml. Las aberraciones cromosdémicas en anafase telofase se incrementaron en las
células meristematicas de A. cepa expuestas a GSF para todas las concentraciones ensayadas.
Otras alteraciones se observaron en los nucleos interfasicos de las células meristematicas
expuestas a GSF en los que pudieron observarse nucleos deformados, yemas nucleares (del
inglés nuclear buds, NB), Minicélulas (MC) frecuentemente adyacentes a otras células de
tamafio normal y Micronucleos (Mn). Todas las anormalidades de los ntcleos interfasicos
se encontraron en las células expuestas a todas las concentraciones de GSF ensayadas,
aunque las MC no presentaron diferencias estadisticamente significativas para 10 ug/ml de

GSF (Tabla 16).
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Tabla 16. indice mitético (IM), Microntcleos (Mn), Minicélulas (MC), Yemas nucleares (del inglés “nuclear buds”: NB) y Aberraciones en anafase - telofase en
células meristematicas de A. cepa expuestas a Gtieofulvina (GSF), expresados como promedio * desviacién estandar (DS).

Concentracion  IM+DS (%)  MCz DS (%) Mn + DS NB + DS (%) Aberraciones cromosdmicas en anafases -telofases (%)

( mg/ml) Fg Pte An Rez C-met Multipol An. Des AC+ SD

GSF O 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 induccion de MC para el rango de condentraciones 50-250 ug/ml, no presenta relacion

concentracion respuesta pudiendo alcanzar valores semejantes en las 3 concentraciones
(Figura 20).
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Figura 20. Minicélulas (MC) inducidas en meristemas de Allium cepa expuestos a GSF

La inducciéon de Mn manifiesta una relaciéon concentracién respuesta entre las siguientes

concentraciones ensayadas: 0 y el rango 10-250 ug/ml; 10 ug/mly el rango 100- 250 ug/ml
y entre 50 y 250 ug/ml ( Figura 21).
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Figura 21. Microntcleos (Mn) inducidos en meristemas de Allium cepa por exposcion a GSF

125



El incremento de Yemas nucleares (NB, del inglés Nuclear Buds) manifiesta una relacién
concentracion respuesta mas marcada que el incremento de los Mn. Existe diferencias entre

0y todas las concentraciones; 10 y el rango 50-250 ug/mly 50y 250 ug/ml (Figura 22)
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Figura 22. Yemas nucleares (Nuclear Buds, NB) en meristemas de Allium cepa inducidas por exposicion a
GSF

Las alteraciones en los nucleos interfasicos se pueden observar en la Figura 23 (a-e), los
mismos se encuentran acompafados por aberraciones cromosémicas observadas en
anafase- telofase. Algunas indican un efecto a nivel de segregacion 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-1).
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Figura 23. a - e) Nucleos deformados, microntcleos, nuclear buds y minicélulas. f) Anafase con plano de
division oblicuo con minicélula adyacente. g) Células alagadas con microntcleo grande. h-j) Fragmentos
acéntricos en telofase. k) Puente en telofase 1) Anillo en anafase (1000X).
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Las Aberraciones en anafase telofase totales disminuyen ante la exposicién de la

concentracion de 250 ug/ml. de GSF. La disminucion de las aberraciones anafase-telofase y

del IM para esta concentracion es una manifestacion de dafo celular (Figuras 24 y 25).
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Figura 24. Promedio (Mean), desviacion estandar ( SD) y error estandar (SE) del IM en células meristematicas
de Allium cepa expuestas a concentraciones crecientes de GSF y controles respectivos (0 y DMSO (1%)).
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Figura 25. Promedio (Mean), desviacion estandar ( SD.) y error estdndar (SE) de las AC en células
meristematicas de Allium cepa expuestas a concentraciones crecientes de GSF y controles respectivos (0 y

DMSO0 (1%)).

La utilizacion de GSF como control positivo en los ensayos de inmunolocalizacion

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

y 100 ug/ml. dado que en esas concentraciones el Indice mitdtico se encontré en valores
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que permitieron detectar biomarcadores de dafio genotoéxico en las células meristematicas

de Allium cepa.
4.4.3.3. Inmunolocalizacion de tubulinas en células meristematicas de A. cepa

En la puesta a punto de la técnica de inmunolocalizacién de tubulinas, la deteccion de la
marca se realizo primero en células meristematicas de Allium cepa libres de exposicion a
agente quimico alguno, con el fin de reconocer las estructuras microtubulares mas
frecuentemente observables en condiciones normales. En esta oportunidad se detectaron
organizaciones de lo microtibulos compatibles con lo publicado en la literatura.
Microtubulos corticales (Figura 26 a), bandas preprofasicas (Figura 26 b), husos mitéticos (
Figuras 26 c-d) y fragmoplastos (Figuras 26 e-f) que fueron observados con
inmunolocalizacién sin contratincién. La contratincién 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)
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Figura 26. Estructuras microtubulares localizadas con antitubulina en células meristematicas de Allium cepa

Las flechas indican: a)Microtibulos corticales en interfase. b) Bandas preprofasicas. c-d) Huso mitético. e-f)
Fragmoplasto. (1000X)
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Figura 27. Estructuras microtubulares localizadas con antitubulina mas tincion celular con loduro de propidio
en células meristematicas de A. cepa. Las flechas indican: a-b) Bandas preprofasicas c) Huso mitético y
Fragmoplatso d) Huso mitético e) Fragmoplasto f) Huso mitético y Fragmoplasto. (1000X)
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Figura 28. Células meristematicas de Allium cepa a-c) Células con tincién DAPI. a’-c”) Las mismas células con
inmunolocalizacién para tubulinas. Estructuras microtubulares localizadas con antitubulina : a) interfase
b)Anafase c) Telofase a”) BPP b") HM ¢") FG. ( 1000X)

4.4.3.4. Deteccion de anormalidades en los microtibulos por exposicion a Azzurro®

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

ausencia de figuras normales que deberian estar presentes en ese estadio. Con la exposicion
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a 1 ug/ml de Azzurro® se detecté una disminucidn estadisticamente significativa en la
frecuencia de HM yFg pero la disminucidn no fue significativa para BPP, mientras que la
concentracion 10 ug/ml indujo una inhibicion estadisticamente significativa en la formacion
de las 3 estructuras. La frecuencia de BPP anormales arrojo valores significativos para la
concentracion 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 concentracion mas elevada los valores fueron menores. Este efecto es concordante con
la disminucién en la formacién de las organizaciones microtubulares (Tabla 17).

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

cepa expuestas a Azzurro®.

Concentraciéon (ug/ml) BPP HM Fg
Normal Anormal Normal Anormal Normal Anormal
0 32,67+4,04 1,33+1,15 21,00%1,73 - 10,33+1,53 0,33+0,58
Azzurro 1 25,00+2,65 6,67+1,53** 12,33+1,53** 5,33+0,58*** 6,67+1,53* 4,00+1,00**
Azzurro 10 9,33+2,52** 2,67+0,58 6,33+1,53*** 1,33+0,58* 5,67+0,58** 3,00+1,00*

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

Los porcentajes de estructuras anormales sobre las totales observadas de cada categoria
(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 dafio presentan valores similares (Tabla 18).
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Tabla 18. Porcentaje de estructuras microtubulares anormales/ 100 totales en células meristematicas de A.
cepa expuestas a Azzurro®.

Concentracién BPP HM FG
ug/ml
0 3,8643,41 ] 3,03%5,25
Azzurro 1 21,175,52* 30,30+3,60*** 37,64+7,26***
Azzurro 10 22,41+2,51** 17,5946,99* 34,1718,04***

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

El anaisis de las células que se encuentran en division mitética 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 concentracion de Azzurro® mas
elevada indicando toxicidad mitética que explica que los valores de las estructuras

microtubulares totales no presenten una relacién concentracién respuesta (Tabla 19).

Tabla 19. Indice mitético (IM) y microtiibulos aberrantes en células meristematicas de A. cepa.
Concentracion Indice Mitético /1000 céls. MT Aberr. (%)

(ug/ml)
0 65,67+7,02 2,55+0,93
Azzurro 1 60,00+1,73 26,00+2,39%**
Azzurro 10 28,33+3,06** 24,39+3,75%**

Test de Student- *p<0,05**; p<0,01 ***; p<0,001. MT Aberr: Microtibulos aberrante.
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En la Figura 29 se puede apreciar como se modifican los porcentajes de BPP por exposicién a
Azzurro evidenciando que no existe relaciéon dosis respuesta para el dafio inducido en la

proporcién de BPP formadas.
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Figura 29. BPP en células meristematicas de Allium cepa expuestas a Azzurro® y al respectivo control (0)
Promedio (Mean), desviacion estandar (SD) y error estandar (SE)

El porcentaje de HM anormales se encuentra incrementado significativamente en las células
meristematicas para ambas concentraciones de Azzurro®, si bien se observa disminucion

en el porcentaje correspondiente a la concentracion de 10 ug/ml (Figura 30).
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Figura 30. HM en células meristematicas de Allium cepa expuestas a Azzurro y control respectivo (0)Promedio
(Mean), desviacién estandar ( SD.) y error estandar (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 relacién concentracidn respuesta (Figura 31).
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Figura 31. Fg en células meristematicas de Allium cepa expuestas a Azzurro® Yy al respectivo control (0)
Promedio (Mean), desviacion estandar (SD) y error estandar (SE).

La inmunolocalizacién de tubulinas sin contratincién permitié observar algunas
anormalidades relacionadas con la presencia de Bandas Preprofasicas (BPP) (Figura 32), si
bien subestimé el dafio al impedir detectar la ausencia de ciertas estructuras. La técnica con

contratincion demostro ser mas precisa para detectar las anormalidades (Figuras 33 y 34).

Las figuras anormales se pudieron observar como BPP despolimerizadas ( Figuras 32 a.c; 33
a, cy e). Los HM despolimerizados fueron reconocidos mas facilmente cuando las células se
observaron con contratincion 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 by 34 d).
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Figura 32. Microtubulos despolimerizados en células meristematicas de Allium cepa expuestas a Azzurro®. a-
c). BPP anormales. d)Microtubulos desorganizados. (1000 X).

a c
..

Figura 33. Estucturas microtubulares anémalas en células meristematicas de Allium cepa expuestas a

2

Azzurro®. a-cy e) BPP d) HM f) Fg (1000X)
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Figuras 34. a-d) células meristematicas de Allium cepa expuestas a Azzurro® con tinciéon DAPI. a’- d’) las
mismas células con inmunolocalizacién antitubulina. (1000 x). a) Anafase desordenada.a”) Ausencia del HM
organizado. b) Célula en telofase b") Los microtubulos se localizan en la zona correspondiente a un estadio de
anafase temprana en el HM. No se observa organizacion de la Fg asociada al estadio de telofase. c) Anafase
desordenado con cromosoma vagabundo. c”) Se observan microtibulos dispersos sin organizacién del HM. d)
Telofase d”) Ausencia de FG. (1000 X)

4.4.4. Disrupcion microtubular por TBZ

La exposiciéon a TBZ mostré resultados que indican disminucién en la formaciéon de las
estructuras microtubulares junto con induccién de anormalidades en parte de esas
estructuras para todas las concentraciones ensayadas en el disefio realizado en este trabajo
de Tesis (Tabla 20). Tanto la inhibicién en la formacién de los procesos microtubulares como
el dafio observado no parece presentar una relacion con el incremento de las

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

Concentracion BPP HM

ug/ml 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*** 533+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**

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

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

Al analizar la proporcién de estructuras anormales en relaciéon con las normales se observa que
para todas las concentraciones ensayadas hay un aumento estadisticamente significativo en la
proporciéon de BPP, HM y Fg anormales. Sin embargo los valores obtenidos indicarian que el
aumento de las concentraciones de TBZ no produjeron un incremento proporcional en la respuesta

si consideramos la induccion de anormalidades observables (Tabla 21).
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Tabla 21. Porcentaje de estructuras microtubulares anormales observadas en células meristematicas de A.
cepa tratadas con TBZ

Concentracion (ug/ml) BPP HM Fg
TBZ 0 1,55+2,69 1,23+2,14 1,85+3,21
DMSO (1%) 3,08+2,68 - 3,03+5,25
TBZ 10 24,40+10,73** 30,30+3,60*** 37,64+7,25%*
TBZ 50 25,15+6,19*** 28,33+2,89*** 35,45+5,06***
TBZ 100 26,59+13,76*** 33,93+2,74*** 43,98+6,26***
TBZ 250 28,44+2,02%** 32,24+10,63** 39,74+3,25%**
GSF (100 ug/ml) 33,73+8,94*** 35,14+1,60*** 37,74+1,98***

Student t test *p<0, 05** p<0, 01 ***p<0,001. BPP: Banda preprofasica; HM: Huso mitético; Fg: Fragmoplasto;
GSF: Griseofulvina.. 100 estructuras observadas.

Los resultados obtenidos para la inducién 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 exposicion

a las concentraciones de TBZ no muestra una relacion concentracién respuesta ( Figura 35).
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Figura 35. BPP anormales inducidas en meristemas de Allium cepa por exposicion a TBZ Promedio (Mean),
desviacién estandar (SD.) y error estandar (SE).
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Los porcentajes de HM también aumentan con | exposicién a las concentraciones de TBZ

ensayadas y al control positivo sin manifestar relacion concentracion respuesta (Figura 36).
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Figura 36. HM en células meristematicas de Allium cepa expuestas a TBZ y controles Promedio (Mean),
desviacién estandar (SD) y error estandar (SE)

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

que la induccion de BPP y HM anormales (Figura 37)
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Figura 37. Fg en células meristematicas de Allium cepa expuestas a TBZ y controles Promedio (Mean),
desviacién estandar (SD) y error estdndar (SE)

Del andlisis de las estructuras microtubulares totales se desprende que la exposiciéon a TBZ
disminuye la frecuencia de figuras normales a la vez que induce la presencia de figuras

anormales (Tabla 22; Figuras 38y 39).
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Tabla 22. Estructuras microtubulares (MT) totales cada 1000 células observadas y microtibulos aberrantes
cada 100 estructuras observadas en células meristematicas de A. cepa tratadas con TBZ..

Concentracién MT /1000 MT aberrantes (%)
ug/ml
TBZ 0 81,33+8,39 1,61+1,41
DMSO (1%) 75,67+5,13 2,17+0,64
TBZ 10 57,33+6,35* 28,27+5,03***
TBZ 50 50,33+3,79** 28, 57+2,02%**
TBZ 100 42,33+1,53** 33,04+6,90**
TBZ 250 38,33+6,51** 33,40+5,83***
GSF(100 ug/ml) 46+14,93** 35+4,16%**

Student t.test *p<0, 05** p<0, 01 ***p<0,001
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Figura 38. Promedio (Mean), desviacion estandar (SD) y error estandar (SE) de las estructuras microtubulares
en células meristematicas de A. cepa expuestas a TBZ y controles
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Figura 39. Promedio (Mean), desviacion estandar (SD) y error estandar (SE) de la frecuencia de estructuras
microtubulares anormales sobre totales en células meristematicas de Allium cepa expuestas a TBZ y controles.
Las figuras analizadas con inmunolocalizacién de tubulinas y contratincién con loduro de
propidio o con tincién DAPI manifiestan BPP dafiadas o ausentes (Figuras 40 ay d, 41 a),

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

Figura 40. Estucturas microtubulares anémalas en células meristematicas 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 tinciéon DAPIL. 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 organizacion del HM. e) metafase con cromosomas no alineados y
vagabundos. e”) Microtubulos no organizados en HM. f) telofase. ') Fgaberrante. ( 1000X)

Los resultados obtenidos por exposiciéon a 100 ug/ml GSF (Control positivo) indican que
hubo un incremento estadisticamente 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"), induccién de Husos tripolares (Figura 42 b - b") y MC con Microtubulos su

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

> @
C

Fig. 42. a-d) Células meristematicas de Allium cepa expuestas a GSF 100ug/ml con tincién DAPI. a’-d") las

mismas células con inmunolocalizacion antitubulina. a) Puente en telofase. a”) Microtiibulos desorganizados b
Segregacion tripolar y microntcleo . b”) Huso tripolar c) minicélula. c) Se observan los microttibulos en la MC
d) Mn adyacente a telofase y MC, d") no se observan microttibulos en el interior del Mn. . (A: 1000)



Si se comparan los resultados obtenidos para la exposicion de las células meristematicas 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 observacion microscopica permite detectar telofases en los que el FG no
esta presente, GSF no induce células Bn y los Fg anémalos aparecen incompletos o con
formas difusas sin embargo, no se detecta ausencia de los mismos. Por otro lado, GSF indujo
formacién de Husos tripolares, MC y alteraciones en los nucleos interfasicos 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. DISCUSION

5.1.Fuentes de variabilidad en el ensayo de Allium cepa

5.1.1. Parametros de evaluacion genotodxica

El uso de plantas vasculares como modelos experimentales in vivo (Nivel III) (Mudry y
Carballo, 2006) tanto en toxicologia como en genética toxicoldgica, aporta informacion
acerca de los efectos producidos por la exposiciéon a agentes xenobidticos pudiendo las
respuestas ser variables segin 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 eleccidn 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
parametros evaluados mediante la prueba de Allium cepa, tales como el indice mitético (IM),
la frecuencia de aberraciones cromosomica (AC) y frecuencia de micronucleos (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 oxigeno y calidad del agua utilizadas para
el control negativo, el tiempo de exposiciéon y el numero de células contadas para el calculo
del IM, la variedad de Allium cepa empleada y el tiempo que transcurre desde el momento

de la cosecha hasta la utilizacion del bulbo.

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

IM % AC% MN N T T (hs) Control Origen y referencia
Agua
6.46+1,69 1.6 SD 500 48 formulada Rank etal, 2002. Hereditas 136: 13-18 (Dinamarca - Argentina)
5.13x1.24 1.04 SD
7.44x1,21 0.2 SD
5.07+0.89 0.49 SD
6.06£0.73 0 SD
4.03+0,63 017 SD
Ateeq et al, 2002.Toxicolgy genetics and environmental mutagene:
80 SD ) Vol 514(1-2) 105-113(India)
7.32 2.9 0 23536 48 Agua corriente  Amatet al, 2002 Acta Farm. Bonaerense 21(1):37-42(Argentina)
Franco de Diana et al, 2000Revista de Ciencia y Tecnologia-UNA Vi
16.8 0 0.18 Agua corriente 37. (Paraguay)
12.01 £2.10 0 SD 25+5°C Aguafiltrada Mercano etal 1999 Rev. Fac. Agron(LUZ) 16:476-487(Venezuela)
Solucién
2.3x0.6 0 9000 22%2°C 30 Hoagland Cotelle et al, 1999 Mutation Research 426 167-171(Francia)
3.4+0.5 0.1£0.3 SD
2000-
4.94+0.48 1.6+0.9 SD 500 22°C 2°ciclo ? Kovalchuc et al (1998) Mutation Research 415 47-57( Ucrania)
1000-
515 0.2+x0.4 04109 500 48 Agua corriente  Rank and Nielsen (1996) Mutation Research 390 121-127(Dinamarca
5.3x1.0 1.4£1.0 0.8£0.7
7.5+£0.13 0.2+x0.4 0.8£1.0
0.03+0. Vesna Smaka-Kincl et al (1996) Mutation Research 368 171-17
7.1+£0.40 24x1.4 1 8000 19-21°C 120 Agua corriente Slovenia)
1000-
5.95+0.7 1.4+1.4 SD 100 SD 24 Agua corriente  Rank and Nielsen (1994) Mutation Research 312 17-24(Dinamarca)
8.5£1.35 1.2£1.2 SD
7.88x£0.44 20£0.6 SD
5.0£0.76 1.2£0.7 SD
5.75£0.89 1.8£0.7 SD
Fisjesko (1994) Environmental Toxicology and Water Quality:
4,9 SD SD Agua corriente International Journal,Vol. 9 235-241 (Suiza)
400-
7.66£0.78 1.9+0.9 0 1000- SD 24 Agua corriente Rank and Nielsen (1993) Hereditas 118:49-53 ( Dinamarca)

IM: Indice mitético. AC: aberraciones cromosémicas. MN: microntcleos. N: Numero de
células contadas. T: temperatura del ensayo. T: tiempo de exposicion 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 maximo de 9,25 y un minimo de 6,57. Los

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

caracteristicas del sistema de ensayo.

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

La duracién del ciclo celular en A.llim cepa presenta en la literatura una variacién que va
desde 13,5 h hasta 23 h con una duracién entre 2 y 4 horas para la mitosis de acuerdo a las
diferentes condiciones de temperatura. (Lopez Saez et al.,, 1966; Gonzalez Fernandez et al,
1966; Nuti Ronchi y Acara, 1967; Matagne, 1968).. Trabajos mas 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 podria provocar la exposicion a los agentes
en estudio, el tiempo de 13 horas se sobreestimo6 en 15 horas para cada ciclo. Los ensayos
se realizaron durante 30 horas, permitiendo la exposicion al agente durante dos ciclos de
division celular, tiempo suficiente para que la accién asociada a la exposicion fuera detectada

por medio de biomarcadores de efecto.

5.1.3. Influencia del oxigeno en la division celular de las células de A. cepa

Como mencionamos previamente, la disponibilidad de oxigeno es un factor que varia 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 aireaciéon continua como una de las

condiciones de cultivo de los bulbos.

En el método estandarizado por Fiskesjo (1993), asi como en varias publicaciones
posteriores, no se menciona la aireacién como la metodologia para mantener los niveles de
oxigeno 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 aireaciéon
indican que la practica de recambio de soluciones propuesto por Fiskesjo (1985), sin
aireacion, no es adecuada ya que la deplecién de oxigeno es muy rapida y en 24 horas se
produce hipoxia. El recambio de las soluciones restableceria las concentraciones de oxigeno
promoviendo la formacién de radicales libres con el consecuente dafio celular (Laderoute &

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

Los ensayos realizados en la presente Tesis Doctoral, demostraron que las células
meristematicas 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, (derivado del griego onkos, “hincharse”). En este proceso la célula
empieza a aumentar de tamafio por incremento de los cationes de sodio en el agua
intracelular debido a la falta de produccion de ATP, que impide mantener el control del
volumen celular. En este tipo de alteracidn preletal, la cromatina se condensa y en ultima
instancia, se degrada. (Majno & Joris, 1995). El efecto observado en condiciones de hipoxia
evidencia claramente que las células meristematicas de A. cepa presentan un metabolismo
aerdbico y por lo tanto la disponibilidad de oxigeno es una variable condicionante para el

funcionamiento del ciclo celular normal. Los efectos de las variaciones en el oxigeno,
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interferirian en las evaluaciones de los agentes de elecciéon por alterar los parametros
indicadores en los estudios de genotoxicidad, por lo tanto para todos los ensayos se

mantuvo la aireacion permanentemente.

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

antioxidante

Los resultados obtenidos por la exposicion de las raices de Allium cepa a MTZ en su
formulaciéon farmacéutica Flagyl® dan cuenta del efecto téxico de este compuesto sobre los
procesos de crecimiento de la raiz mostrando una relacion dosis respuesta. La concentracion
de 500 ug/ml de MTZ inhibe el crecimiento de la raiz en mas del 50 % con respecto al
control. Las concentraciones que superaron dicha inhibicién 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 division
celular. A medida que las células meristematicas se dividen, parte de éstas pasan a formar el
tejido de elongacion. En dicho tejido, las células ya no se dividen y se alargan por
debilitamiento de la pared celular y ordenamiento de microfibrillas de celulosa (Cérdoba
Pedregosa et al., 2003). Es asi que la raiz crece por contribucién de 2 procesos, la division
mitotica en el meristema, que permite la proliferacion de las células y el aporte a los nuevos

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

En la exposicion a MTZ en el rango 10-250 ug/ml, el analisis genotdxico sobre las células
meristematicas indica que la division celular no se encuentra afectada por la exposicion al

MTZ en las concentraciones y el tiempo ensayados en el disefio experimental propuesto. La
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ausencia de efecto puede tener explicacion tanto en la naturaleza quimica del MTZ, como en

las caracteristicas metabolicas de las células meristematicas 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 (Introduccién). Se conoce que la metabolizacion del MTZ en mamiferos ocurre por la via
oxidativa por medio del sistema de Citocromo P450 (CYP), formando metabolitos
hidroxilados y acetilados mediante la oxidacién de la cadena alifatica (Templeton, 1977).
Varios estudios indican que estos compuestos oxidados muestran efectos genotdxicos al
aplicar el Ensayo Cometa (Elizondo 1996; Menéndez, 2001; Rodriguez Ferreiro et al., 2002),
también en sistemas bacterianos ( Connor, et al.,, 1977; Voogd et al 1979; Loft, 1990) y en

lineas celulares (Menéndez, 2002).

En este contexto, cabe considerar que en las plantas vasculares, el sistema de citocromos
P450 se encuentra involucrado en procesos de detoxificacion (Werc et al., 1990; Sanderman,
1992; Guencheva and Pégas Henriques, 2003) y los metabolitos oxidados se podrian formar,
aunque como se menciond previamente, en los ensayos realizados en Allium cepa no se

detectaron los efectos genotdxicos mencionados en la literatura.

Es ampliamente aceptado que la reduccidon del grupo nitro es responsable de la actividad
terapéutica del MTZ (Stratford and Adams, 1982) sin embargo la via reductiva de
metabolizaciéon 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 oxigeno es
condicionante en el funcionamiento de las células meristematicas de Allium cepa
evidenciando que las mismas presentan un metabolismo aerdbico y en condiciones de
aerobiosis, la bioreduccion de sustancias con bajo potencial redox se encuentra

desfavorecida. (Moreno et al., 1983; Raheter y Hanel, 2003). El bajo potencial redox del

150



grupo nitro en el MTZ es responsable de que la via bioreductiva sea improbable en células
oxigenadas como las meristematicas de la raiz de Allium cepa (Schmid y Smichd, 1999;
Abreu, 2002). La activacidon bioreductiva es mediada por la actividad nitroreductasa
(Adams, 1992), sensible ante la presencia de oxigeno, lo que explicaria que la toxicidad del
MTZ fuera menor en células oxigenadas que en células hipéxicas (Peterson etal, 1979). En
los organismos anaerobios el grupo nitro del MTZ se reduce dando un radical nitroaniéon
con adicion de 6 electrones por molécula (Freeman et al., 1997; Gardner y Hill, 2001), que
por sucesivas reducciones enzimaticas conducen a la formacién de hidroxilamina y amina
primaria (Edwards, 1993). Se forman radicales téxicos capaces de reaccionar directamente
con componentes celulares esenciales incluido el ADN (Raether y Hanel, 2003). Si este
proceso de bioreducciéon completa ocurriera, se esperarian efectos toxicos y genotéxicos
producidos por la hidroxilamina que es el intermediario mas reactivo de la via bioreductiva
del MTZ. Estos metabolitos reaccionan con biopolimeros nucleofilicos, dado que se pueden
unir covalentemente a varias macromoléculas, incluyendo el ADN (Edwars, 1986; Kedderis y

Miwa, 1988).

No existen antecedentes de ensayos de evaluacién de efecto realizados con MTZ en modelos
que utilicen plantas vasculares, aunque si hay bibliografia que refiere ensayos con
hidroxilamina, que arrojan como resultado un porcentaje elevado de aberraciones
cromosoOmicas sobre las células del mertistema de Allium cepa (Kaul y Choudhary, 1975).
Tomando en consideracion este dato extraido de la literatura y sabiendo que es improbable
que ocurra la bioreduccién completa por las razones anteriormente referidas, la ausencia de
genotoxicidad en las células meristematicas expuestas a MTZ podria ser un indicio de que la
hidroxilamina no se produjo por bioreduccién del MTZ, en las condiciones en que se

realizaron los ensayos.
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En condiciones aerdbicas la reducciéon podria tomar parte, con la adiciéon de un solo
electron hacia el radical nitro aniéon que es oxidado en presencia de oxigeno recomponiendo
la molécula original y con la formaciéon de un anién superoxido. Este ciclo futil genera
especies reactivas del oxigeno (ROS) sin pérdida de la molécula original. Varios autores
coinciden en que la generacién de radicales nitroanién por bioreduccion del MTZ es
dificilmente detectable en células aerobicas, ya sea porque el radical nitroanién reacciona
con el oxigeno en el mencionado ciclo futil o por que el MTZ compite con el oxigeno por los

electrones (Moreno et al., 1983).

Una forma de evaluar si los tejidos estuvieron expuestos a ROS es analizar la respuesta
antioxidante enzimatica y no enzimatica y el dafio oxidativo (Offord et al., 2000). Con este
objetivo se realizaron los ensayos sobre el tejido meristematico y sobre el de elongacién de
las raices de Allium cepa expuestas a 250 ug/ml de MTZ. Los resultados obtenidos dan
cuenta de que las exposicion a MTZ, en concentraciones que afectan el crecimiento de la raiz,
presentan en el tejido meristematico, respuesta antioxidante principalmente enzimatica, por
aumento de la actividad superdxido dismutasa (SOD) y Catalasa (CAT) y no enzimatica, por
incremento del glutation reducido (GSH) y la relacién 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 regulacion
de la elongacion de la raiz, en la division celular y en la proliferacion (Cordoba y Gonzalez
Reyes, 1994; Gonzalez 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 relacion AA/DHA adecuada al estado metabdlico

(Horeman et al., 2000; Pacciolla 2001).
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Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis Doctoral, para la fraccién meristematica de
Allium cepa, indicarian que se indujo la generacién de ROS y que fue contrarrestada por los
sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Las ROS son constantemente
producidos en las células (Gutteridge, 1994) y el principal origen de los ROS endégenos es el
metabolismo oxidativo en la mitocondria y procesos como la inflamacién. Durante el proceso
de producciéon de energia por la cadena respiratoria mitocondrial 4 electrones son
adicionados al oxigeno molecular dando como resultado la formaciéon de dos moléculas de
agua. Se estima que entre el 1 y 4 % del oxigeno que ingresa a la célula forma alguna de las
siguientes especies: anién superdxido (*O2) radical hidroxilo (*OH), o peroéxido de
hidrégeno (H202). Estas moléculas reaccionan con otras no radicales. La cadena respiratoria
es la mayor fuente de *02- que por dismutacién genera H202 por una reacciéon mediada por
la familia de las superéxido dismutasas (SOD). El H20; puede formar el radical *OH
altamente reactivo. El H202 es detoxificado por el sistema de enzimas glutatiéon peroxidasa
(GPX) y catalasa (CAT) (Brazilai et al., 2002). La respuesta antioxidante aumentada por la
exposiciéon a MTZ seria compatible con las especies formadas por reaccion del MTZ con el

oxigeno en el ciclo futil.

El tejido de elongacion no presenta la respuesta enzimatica pero si aumentan
significativamente la respuesta no enzimatica GSH y los compuestos que reaccionan con el
acido tiobarbitdrico (TBARS), indicador de peroxidacién lipidica. La peroxidacion lipidica es
un proceso en el que los lipidos son oxidados (Sevanian & Mc Leod, 1997) por el radical
hidroxilo y otras especies radicalarias ,llevando a la formacién de radical hidroperéxido que
ataca los acidos grasos poliinsaturados, reiniciando el proceso y estableciendo una cadena

de propagacion de dafio peroxidativo (Martinez-Cayuela, 1998).
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La diferencia en la respuesta de los tejidos meristematico y de elongacién 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 exposiciéon no permite
conocer si estas lesiones son reversibles y de qué forma un mayor tiempo de exposicion
afectaria a las células meristematicas. Las concentraciones de oxigeno del ensayo
corresponden a valores cercanos a la saturacidn, podria ser que menores tenores de
oxigeno, dentro de niveles que no afecten el funcionamiento de la célula, pudieran modificar

los resultados.

En este contexto, son necesarios estudios mas completos para evaluar estos factores que
podrian arrojar luz sobre los mecanismos de accién del MTZ. Los resultados controvertidos
referidos en la literatura, podrian entonces estar vinculados con las caracteristicas de los
tejidos expuestos, el tipo de sistema utilizado, la disponibilidad de oxigeno y la capacidad
antioxidante de las células y en conclusidn, el potencial genotéxico del MTZ dependeria de

las condiciones metabodlicas del tejido expuesto.

5.3 Toxicidad y genotoxicidad del TBZ: vinculacion con el daiio microtubular

5.3.1. Toxicidad y genotoxicidad

Como se describié en el apartado 1.2.1., el potencial genotéxico 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 imidazélico podria favorecer la unién de estos
compuestos al ADN, lo que llevaria a la formaciéon de aductos en la molécula. Algunos
trabajos concluyen que el tiabendazol no provoca dafios genotoxicos significativos, debido a
que no posee posibilidad de generar carbamatos; ni es metabolizado a este tipo de
sustancias, a diferencia de otros compuestos quimicamente similares como el benomil y el

carbendazin (Lankas etal., 2001).

Acorde a este concepto, un ensayo realizado en Allium cepa en el que se evalua la
clastogenicidad de 4 compuestos imidazolicos, benomyl, carbendazim metil-tiofanate,
tiabendazol y fuberidazol, muestran efectos genotdxicos de tipo clastogénico sélo para el

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

Sin embargo, otras investigaciones demostraron que el tiabendazol inhibe el ensamblaje de
los microtibulos lo que explica su capacidad para provocar aneuploidias (Mailhes et al.

1997).

Las células meristematicas de Alium cepa expuestas a las concentraciones de TBZ
estudiadas por exposicion a la formulacién farmacéutica Foldan® con el disefio
experimental propuesto en este trabajo de Tesis Doctoral, muestran efectos toxicos

evidenciados en la inhibicion de la elongacion de la raiz.

A diferencia del MTZ que present6 un correlato en los efectos sobre la division celular ya que
produjo la inhibiciéon en el IM e indujo aberraciones cromosdmicas anafase-telofase y
micronucleos, al evaluar TBZ, los biomarcadores de genotoxicidad tales como C-metafases,
anafases desorganizadas, cromosomas rezagados, células poliploides, binucleadas vy
micronucleos son indicadores de efecto genotoxico vinculado con disrupcién de los sistemas

microtubulares. Cabe aclarar que la elongacion de la raiz depende de la organizacion de los
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microtdbulos corticales que dirigen las microfibrillas de celulosa en la direcciéon de
crecimiento de la célula, por lo tanto la disrupcién microtubular también podria afectar este

proceso de elongacion meristematica.

Entre los mecanismos que se que podrian ver afectados por agentes disruptores de los
microtibulos se encuentran el balance entre el ensamble y desensamble de los monémeros
de tubulina (Cassimeris et al., 1988), la inestabilidad dinamica de los microtibulos en
metafase-anafase (Taylor et al., 2004) y la regulacion y control de la transiciéon metafase-
anafase por los complejos proteicos (Crane et al. 2004; Meraldi et al., 2004; Vangareli et al.,

2004).

La inhibicién en el IM, la frecuencia de Mn y de BN presentan una relacién concentracién-
respuesta y si bien la frecuencia de aberraciones anafase-telofase se encuentra
estadisticamente aumentada de forma significativa en todas las concentraciones para el
rango 50-250 ug/ml de TBZ ensayadas, no se manifiesta la relacién concentraciéon -
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 inhibiciéon del IM. Dado que los resultados se expresan como nimero de
aberraciones cada 100 anafases y telofases, parte de las células dafiadas que no ingresan a
mitosis no contribuyen a la contabilizacion de células aberrantes. Cuando la fraccion de
células que no ingresan a mitosis es muy alta (toxicidad mitdtica elevada), los valores de
frecuencia de aberraciones anafase-telofase pueden disminuir si se incrementa la
concentracion del toxico. Este tipo de respuestas las hemos observado como efecto de la
exposicion en las concentraciones mas elevadas de Azzurro y de Griseofulvina, agentes de

caracterizada accion disruptora de microtubulos .
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El aumento de la frecuencia de micronudcleos 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 micronucleos podria estar constituido por cromosomas
rezagados o por ADN en exceso que es extruido de la célula (Lindberg et al, 2007;

Fernandez et al., 2007).

Las células binucleadas aumentan su frecuencia con la concentracién y se encuentran
mayoritariamente en interfase, algunas en profase y solo una, se observo en prometafase. El
paso de una fraccion de Bn a mitosis se pone en evidencia por la presencia de células
poliploides que sumaron a la condiciéon de binucleadas la disrupcién del huso mitético

(Giménez Abian et al., 2004).

Como se menciond en el apartado 1.2.1. (Introduccién) los resultados que presenta la
literatura en cuanto a la genotoxicidad de TBZ para diferentes sistemas de ensayo coinciden
en que este compuesto induce disrupcién en los microtibulos, aunque ensayos realizados en
plantas arrojan resultados negativos en la evaluacion de genotoxicidad (Sahu, 1983) y en la
evaluacion de dafio 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 mitético.

También observamos otros aspectos citolégicos tales como las células binucleadas que
podrian ser producidas por mala formacién del fragmoplasto (Mineyuky et al., 1988) y los
planos de division oblicuos, que podrian estar relacionados con dafio en las Bandas
Preprofasicas que imprimen esta caracteristica para cada evento de mitosis (Giménez Abian,

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 accidon disruptora de los microtibulos analizados en la
presente Tesis Doctoral, como son el Azzurro y la Griseofulvina, se encuentran diferencias en
la induccién de algunas de las aberraciones anafase- telofase como en las alteraciones de
nucleos interfasicos. La inducciéon de células poliploides y binucleadas fue observada
diferencialmente en las raices expuestas a TBZ, mientras que la exposicidon a Azzurro indujo
prioritariamente anafases desorganizadas como indicadores de disrupcién del huso
mitotico. Otros indicadores de ruptura de cromatina como los anillos y los puentes también
se observaron por exposiciébn Azzurro y a Griseofulvina. En esta ultima se agregé la
induccién de células tripolares o multipolares junto con alteraciones en los nucleos

interfasicos como Minicélulas y Yemas nucleares.

Mientras que la exposicion de células meristematicas de Allium cepa a TBZ y GSF indujo un
aumento estadisticamente significativo de la frecuencia de Mn, Azzurro no presentd
induccién significativa de este biomarcador. La exposicion a Azzurro para las
concentraciones ensayadas tampoco indujo células binucleadas ni poliploides. La presencia
de anillos y puentes daria cuenta de otros efectos genotdxicos 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 exposicion de linfocitos de sangre periférica a la
concentraciones ensayadas en la presente Tesis Doctoral, que son 1y 10 ug/ml de Azurro,
las que si bien indujeron aberraciones cromos6micas e inhibicién del IM, no produjeron
incremento significativo en la frecuencia de microntcleos hasta la concentraciéon 25ug/ml,
(Soloneski et al., 2001, 2002 a). Los ensayos realizados por otros autores en células de
Ovario de Hamster Chino (CHO) para las mismas concentraciones de Azzurro demostraron
que inhiben significativamente el IM y no inducen dafio 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 mas frecuentemente inducidas son las anafases
desorganizadas que probablemente se resuelvan sin pérdida ni ganancia de cromosomas. El
efecto mas notable para este rango de concentraciones de Azzurro® y en las condiciones del
disefio experimental utilizado en este trabajo de Tesis Doctoral es la toxicidad mitoética,
manifestada por la inhibicion del IM. Los resultados obtenidos en los diferentes sistemas de
ensayo para las concentraciones utilizadas en la presente Tesis, se podrian explicar por
mecanismos de accidn indirecta a través de ciertos productos de la metabolizacion del
Azzurro como seria por ejemplo la formacién de radicales libres y de especies reactivas del
oxigeno (ROS) en coincidencia con lo descripto en otros niveles de complejidad para
monitoreo de agentes quimicos (Solonesky et al.,2002 b). La concordancia de los resultados
obtenidos en A. cepa por la exposicion a Azzuro®, con los obtenidos en otros sistemas in
vitro indicarian que los procesos involucrados estarian presentes en ambos tipos de

sistemas.

Las células meristematicas sometidas a tratamiento con GSF mostraron varios tipos de
aberraciones asociadas a ruptura de la cromatina y a disrupcion microtubular. La GSF es
una sustancia derivada de la coumarina, utilizada como eficaz agente antifingico y que es
ampliamente usada en ensayos genotoxicos como control positivo debido a su caracteristica
accion sobre el huso mitotico con induccién de C-metafases y mala segregacion hasta una
completa desorganizacion del huso mitotico y generacion de poliploidia (Voutsinas et al,,
1997). También produce una fuerte induccién de micronucleos (Kalweit et al,, 1999). A
diferencia del TBZ y del Azzurro, GSF indujo presencia de nucleos tripolares en las células
meristematicas de Alliu cepa pero no células poliploides. Ademas, la exposicién a GSF indujo
la deformacién de los nucleos interfasicos y la presencia de minicélulas, yemas nucleares,

células multinucleadas y Microntcleos.

159



Analizando los resultados comparativamente para los compuestos TBZ, Azzurro y GSF, se
puede concluir que si bien los 3 inducen aberraciones compatibles con el dafio a nivel de los

microtubulos, presentan diferencias que se permitirian 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 explicacién seria la que surge cuando
ponemos la atencién en que los mecanismos vinculados podrian presentar diferentes
blancos de ataque en las células. El modo de accién propuesto para el TBZ es la inhibicion en
la polimerizaciéon de las tubulinas por unién covalente (Prichard 1994) sin embargo,
estudios recientes sugieren que mas que impedir la polimerizacién, afecta la dindmica de
polimerizacion y el balance entre las tubulinas libres y las polimerizadas, inhibiendo el

control autoregulatorio de la sintesis de tubulinas (Pisano et al., 2000; Carballo et al., 2006).

El efecto sobre los microtubulos ejercido por la exposicion a GSF se atribuye al bloqueo de la
producciéon de los microtubulos por unirse a proteinas 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
permitiria evaluar la genotoxicidad por disrupciéon microtubular, como se detalla a

continuacion.

5.3.2. Dafio microtubular por exposicion a TBZ

Como se expuso en el apartado 1.4.3., los microtdbulos se organizan en estructuras
secuenciales siguiendo las fases de la mitosis. Esta secuencialidad se encuentra condicionada

al adecuado intercambio de mondémeros de tubulinas durante la division celular
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determinado por el comportamiento dindmico de los microtibulos que es la base
fundamental de la conformacién microtubular (Dhonukshe & Gadella, 2003). Los resultados
obtenidos por exposicion a TBZ indican que todos los procesos microtubulares asociados a
la mitosis en las células meristematicas de A. cepa se encuentran afectados por esta
exposicion. Este efecto se evidencia por la disminucién de estructuras asociadas tanto a la
mitosis como las BPP, HM y Fg como al incremento del dafio en las mismas. La disminucién
en las estructuras por exposicion a TBZ se podria vincular con la disminucién observada del
indice mitético, que como se mencion6é previamente, podria ser consecuencia de la

detencion de las células con dafio genético en la interfase.

Otra explicacion es que la disrupcion de la dindmica de formacién de estas estructuras
impidiera el comienzo de la mitosis ain cuando las células no presentaran alteraciones
genéticas. El andlisis de los resultados obtenidos al aplicar la técnica de inmunolocalizaciéon
de tubulinas concuerda con los obtenidos en el analisis con la tincidn cromosdémica
convencional, en el hecho de que el rango de concentraciones 50-250 ug/ml de TBZ es
equivalente con la induccién del dafo. Este efecto podria reflejar que parte de las células

dafiadas no ingresan a mitosis por quedar detenidas en interfase.

Otra interpretacién de estos resultados podria estar dada por el efecto del TBZ sobre la
dindmica microtubular que podria impedir observar una relaciéon concentracién efecto, por
estar afectada la dinamica de polimerizacion y despolimerizacion basada en el control
autoregulatorio de la sintesis de tubulinas como proponen en algunas publicaciones Pisano
et al,, (2000). Al comienzo de la mitosis las PPB se forman determinando la orientacion del
plano de divisién de las células meristematicas, este proceso comprende la conexién entre
las tubulinas de las BPP y las de los HM durante la prometafase (Wick et al.,, 1983; Gimenez

Abian et al,, 1998, Mineyuky, 1999). Subsecuentemente, las fibras de los microtibulos dan

161



lugar al HM que se orienta perpendicular a este plano y guia la segregaciéon de las
cromatidas a los polos de las células a través de la union cinetocoro-microtubulo (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 guia
las vesiculas con material durante el proceso de citocinesis, para la formacién de la nueva

pared celular (Baluska et al., 1997b; Otegui & Staehelin, 2000; Dhonuskshe y Gadella 2003).

La complejidad del proceso descripto esta vinculada a la inestabilidad dinamica de los
microtdbulos, basada en 4 parametros que son: la tasa de alargamiento, la tasa de
acortamiento, la frecuencia de catastrofe (transicion entre el alargamiento y el
acortamiento) y la frecuencia de rescate (transicion entre el acortamiento y el
alargamiento). La interferencia con este proceso produce desarreglos en la red
microtubular y la respuesta a ese estimulo es el control de la divisiéon celular (Desai &
Mitchison, 1997). La regulacion de la dinamica microtubular esta a cargo de varias proteinas
incluyendo el complejo ciclina quinasa, el que al fosforilar las proteinas que estabilizan lo
microtubulos (inhiben la catastrofe), las inactivan y las proteinas que las desfosforilan las
activan (Belmont et. al.,, 1990, Verde et al., 1992). Los pardmetros mencionados se modifican
de acuerdo a la organizacién de los microtibulos. Por ejemplo, se sabe que los microtibulos
que forman las BPP son mas dinamicos y cortos, con una frecuencia de catastrofe mayor que
los microtabulos corticales (Dhonukshe & Gadella, 2003). Los microtubulos corticales se
despolimerizan aumentando la cantidad de tubulinas libres que son utilizadas para la
formacién de nuevos microtibulos que forman parte de las BPP sin sintesis de nuevas
tubulinas. Si estas tubulinas libres presentan afinidad con el TBZ, la polimerizacién se vera
afectada, pero también se vera afectado el control autoregulatorio de la sintesis de nuevas

tubulinas.
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También se sabe que estos parametros son diferentes para plantas que para mamiferos,
resultando en plantas en una mayor tasa de recambio de tubulinas (Hush et al,, 1994). La
inhibicion de la sintesis de tubulina mostré una relaciéon concentracion- respuesta en CHO,
para 10 ug/ml y 25 ug/ml asi en esta dltima concentracién se pudo observar un 80 % de
inhibicion (Pisano et al, 2000). Este resultado de la literatura es acorde con los hallazgos del
presente estudio en el sentido de que existe un limite para el efecto observado que es
funcion de las concentraciones ensayadas, posiblemente porque existe saturacion de
moléculas de TBZ que se puedan unir a las tubulinas libres. En el mismo trabajo de la
bibliografia, los autores refieren que el TBZ presenta un afinidad mayor por tubulinas
acetiladas, concepto que también podria explicar los limites en la afinidad con las tubulinas

con diferente estado transicional (Pisano et al,, 2000).

El control de la sintesis de tubulinas es a nivel transcripcional y la expresion de cada familia
génica a- y [B-tubulinas dependera de condiciones intrinsecas de la célula y de estimulos
externos. La disponibilidad de monémeros a y 3 puede depender también de mecanismos
que controlan la estabilidad del RNAm y la sintesis de proteinas. La subregulacion de la
sintesis de tubulinas por incremento de dimeros de tubulinas no polimerizadas y
monodémeros depende de por lo menos 2 mecanismos descriptos en células animales. Uno
opera sobre la cadena naciente de la cadena polipeptidica de 3-tubulina, dimeros de tubulina
no polimerizados se unen al motivo MREI del extremo N-terminal comun a las {3 tubulinas y

causa la inactivaciéon de una RNAsa que degrada especificamente RNAm de tubulinas.

Si bien hasta ahora no se demostré que este tipo de mecanismo autoregulatorio exista en
plantas, si existen evidencias indirectas dado que muchas -tubulinas en Is 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 microtiubulos
hiperestables a 37°C, demostraron que la exposicién a TBZ permitia el crecimiento de la
colonia por inducir la despolimerizacién, posiblemente por unirse a tubulinas libres e
inducir en los procesos regulatorios, una tendencia a liberar las tubulinas polimerizadas

como respuesta mas rapida a la sintesis 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
mitdtica para la concentracion ensayada de 10 ug/ml y que se ve reflejada en la
disminucién de estructuras normales y anormales, este resultado es acorde con lo
reportado en la literatura para la exposiciéon de células de la linea CHO en las que los autores
refieren que concentraciones superiores a 25 ug/ml presentan inviabilidad celular,
sugiriendo que otros mecanismos diferentes a la disrupcién de los microtibulos estarian

actuando en la toxicidad del Azzurro (Soloneski et al., 2002).

La GSF utilizada como control positivo en este trabajo de Tesis Doctoral, indujo también
dafios a nivel microtubular para la concentracion 100 ug/ml ya que registramos induccion
de husos tripolares, no observados en la exposicién a Azzuro ni a TBZ. Cuando se comparan
los resultados obtenidos en la caraterizacion de efecto mediante la técnica de
inmunolocalizacién con los obtenidos con la tincién convencional, se puede apreciar que los
valores de elevada toxicidad mitotica para el TBZ no disminuyen la frecuencia de
aberraciones cromosomicas como si ocurre con la exposicién a Azzurro y GSF y tampoco en
cuanto a la formacién de los microtibulos aberrantes. Estos hallazgos permiten sugerir que
Azzuro y GSF producirian efectos téxicos por mecanismos diferentes que el del dafo
microtubular. Esta hipdtesis tendria sustento al proponer que la GSF induce otros tipos de

aberraciones indicadores de clastogénesis y nucleos interfasicos aberrantes y que el Azzurro
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no muestra aberraciones anafase-telofase acordes al dafio microtubular observado,

permitiendo proponer que una fraccion de las células mueren o se detienen en interfase.

El andlisis con tincion convencional de las células meristematicas de A. cepa expuestas a las
concentraciones ensayadas de TBZ presenta efectos toxicos y genotdxicos que concuerdan
con los efectos observados en el andlisis de inmunodeteccion de tubulinas, sugiriendo que el
mecanismo de accién mas importante se explica por la unién de TBZ a las tubulinas. Los
resultados obtenidos para la exposicion a Azzuro y GSF podrian indicar otros mecanismos
relacionados tanto con la toxicidad como con la genotoxicidad que se suman a la disrupcién

microtubular.

La induccién de husos tripolares fue reportada en CHO tanto para Azzurro (Soloneski, 2002)
como para Tlabendazol (Pisano et al, 2000; Carballo et al, 2006). En las células
meristematicas de A. cepa este tipo de dafio no se observo 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 podria dar cuenta de las
diferencias descriptas en el apartado de 1.3.4.3 en cuanto a la diversidad en los centros de
organizacion 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 informacién original
sobre el potencial genotéxico de los agentes estudiados, si bien mas estudios cambiando los
tiempos de exposicion podrian informar acerca de la reversibilidad de los efectos. Por
ejemplo el dafio oxidativo y la respuesta antioxidante observados en la exposicién a MTZ,

durante 30 h se podria ensayar a nuevo incorporando a la bateria de analisis un tiempo de
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exposiciéon mayor, variable a incluir en futuros andlisis. Otra variable que podria influir en
los resultados son los niveles de oxigeno disponible dentro del rango de tolerancia
fisiolégica para las células mersitematicas ya que como se mencioné previamente, el oxigeno
estd involucrado en reacciones de reduccién del MTZ y las diferentes condiciones de
disponibilidad de oxigeno podrian dar lugar a resultados diferentes en cuanto a la
genotoxicidad del MTZ. En la presente Tesis Doctoral nse demuestra que los ensayos
realizados en raices meristematicas de Allium cepa analizando simultidneamente la
genotoxicidad y el estrés oxidativo, aportan indicios de exposicion a ROS y nueva
informacién acerca de los posibles mecanismos involucrados en el metabolismo del MTZ

dando real dimensién al valor del estudio realizado.

-Cuando las células se exponen a un agente genotoéxico, éste puede producir toxicidad
mitodtica cuya dimension podra depender o no, de la dosis del agente involucrado. Se espera
que a dosis mayores se incremente la toxicidad mitdtica, a la vez que disminuye la
genotoxicidad relativa ya que muchas células dejan de ingresar a mitosis y no contribuyen
con la fraccion de células que permiten detectar el dafio genético. La fraccion de células no
dafiadas que ingresan a mitosis serd relativamente mayor disminuyendo entonces la
probabilidad de generar un conjunto de células genéticamente afectadas. Cuando los
mecanismos de toxicidad mitotica son otros diferentes a la inducida por dafio genético, el
riesgo de establecer lineas celulares mutadas dentro del tejido seria ain menor. Podria ser
que los riesgos de dafo genético permanente asociados con la exposicion a agentes
genotodxicos presenten riesgos diferentes asociados con la relacién entre estas dos variables
Toxicidad / Genotoxicidad. En este contexto de reflexion surge el interés en ampliar el

conocimiento sobre la relacion entre toxicidad mitotica y genotoxicidad a la luz de evaluar
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los riesgos de amplificacién del dafio 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 dinamica de los
microtibulos y la regulacién de la formacion de los mismos dio lugar al advenimiento de la
Tubulondémica, que es actualmente un campo de investigaciéon con potencial aplicacién 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
formacién de dimeros de tubulinas y microtibulos (Kortazar et al., 2006). Por otro lado, las
drogas que previenen la formacion de los husos mitéticos presentan interés por ser varias
de las mas frecuentemente utilizadas en las terapias contra el cancer como la vinblastina,
vincristina y taxol (Iwasaki, 1998). Otro punto de interés, es la exposicidon accidental o
terapéutica de los organismos a agentes disruptores de los microtibulos como es el caso de
los agentes estudiados en la presente Tesis Doctoral, ya que por su potencialidad
aneugénica, se encuentran vinculados con la etiologia de enfermedades como el cancer y
otras afecciones de origen genético. Nuevamente la relacion entre genotoxicidad y toxicidad
mitdtica podria esclarecer la diferencia entre el riesgo asociado a la exposicién de los
organismos a estos agentes respecto de la capacidad de estos para ser aplicados en las

terapias de tratamiento del cancer por su toxicidad mitética.

En la presente Tesis se demuestra que la exposicion a disruptores microtubulares puede ser
puesta en evidencia con técnicas de inmunodeteccién de tubulinas. Sin embargo los
mecanismos involucrados en el efecto sobre estas estructuras parecen presentar
caracteristicas diferentes, ya que parte del dafio inducido es propio y caracteristico de la

estructura de cada agente. Investigaciones mas detalladas se podrian realizar para ampliar el
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conocimiento de los mecanismos involucrados en el dafio microtubular y la potencialidad
aneugénica de los agentes involucrados. Estos estudios incluyen aplicacion de técnicas de
colocalizacidn de tubulinas y proteinas involucradas en la formacion de los microtubulos, asi
como el estudio de aspectos de la regulacién de la dindmica microtubular y de la regulacién

genética de la sintesis de tubulinas.

6. CONCLUSIONES

1- Los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis permitieron evaluar la
informacién aportada por el sistema de ensayo acerca de los mecanismos de accién
genotdxica de agentes quimicos pertenecientes al grupo imidazélico, indicando que la
accion del MTZ estaria vinculada con la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
la generaciéon de radicales libres como fuera referido en otros trabajos y sugiriendo que el
potencial genotdxico depende de las condiciones redox de las células expuestas y de la
disponibilidad de oxigeno en las condiciones en las que se realiza el ensayo. Este aspecto,
podria 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
evaluacion genotdéxica en los diferentes sistemas de ensayo. Los estudios de
inmunolocalizacion de tubulinas permitieron detectar el dafio producido por el TBZ en las
estructuras constituidas por microtubulos. La ausencia de la relacién concentracién
respuesta podria ser indicio de alteracion en la dindmica microtubular mas 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 raiz de Allium cepa al confirmar la respuesta diferencial de las regiones
meristematicas y de elongacion en cuanto al dafio oxidativo y la respuesta antioxidante por
exposiciéon a MTZ, indicando que las células meristematicas presentan una respuesta mas

eficiente frente a la producciéon de radicales libres.

3- La aplicacion de la metodologia para evaluar el dafio microtubular, confirmé los
resultados obtenidos para la exposicién a TBZ y Azzurro® reportados en células CHO. Sin
embargo, se encontraron diferencias en algunos indicadores de dafio. Allium cepa, no mostré
la presencia de husos tripolares o multipolares inducidos en CHO por TBZ y Azzurro,
mientras que la induccién de células binucleadas en Allium cepa por exposiciéon a TBZ no se
observa en CHO, sugiriendo que los procesos involucrados en la formacion de esas figuras
de dano difieren en ambos modelos y tendrian un correlato con las diferencias conocidas en
los procesos de formacion de los centros de organizaciéon microtubular (MTOC) y de la

citocinesis respectivamente.

3-El modelo Allium cepa es un recurso valioso en toxicologia y genotoxicidad, ya que
permite caracterizar el dafio y realizar en un mismo ensayo Yy utilizando las raices
provenientes de un mismo individuo estudios complementarios de dafio oxidativo,
genotoxicidad e inmunodeteccién, como ensayos de corto plazo. A las técnicas
antemencionadas y utilizadas en la presente tesis, se podran incorporar otras como FISH y

colocalizacién de proteinas vinculadas con los microtubulos.

4- Los efectos observados en las células meristematicas 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 ultimos afios y los resultados indican que

las células meristematicas podrian ser un buen modelo para estos estudios.
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