{30 NGO AUTONGHA
Ly

> ‘z?!.,,_ &=—3
5
2%

UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

CENTRO DE NANOCIENCIAS Y
NANOTECNOLOGIA

ESTANDARIZACION DE ALLIUM TEST PARA LA
EVALUACION DE GENOTOXICIDAD DE
NANOMATERIALES: AGNPS COMO CASO DE ESTUDIO

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE:
LICENCIADO EN NANOTECNOLOGIA

PRESENTAN:
SANDRA GUADALUPE MENDEZ LOPEZ

JUAN CARLOS MUNGUIA LUNA

TUTOR DE TESIS
DRA. YANIS TOLEDANO MAGANA

DR. JUAN CARLOS GARCIA RAMOS

Ensenada Baja California a junio de 2022




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
CENTRO DE NANOCIENCIAS Y NANOTECNOLOGIA

um,,gpsm.nn NACIONAL AUTONGHA Dl
54
= M) « N\ .

..q
\
!
T
7

N ol ;..\

[ .

WW LICENCIATURA EN NANOTECNOLOGIA
g Bionanotecnologia

ESTANDARIZACION DE ALLIUM TEST PARA LA EVALUACION DE GENOTOXICIDAD DE
NANOMATERIALES: AGNPS COMO CASO DE ESTUDIO

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL TiTULO DE:
LICENCIADO EN NANOTECNOLOGIA

PRESENTAN:
SANDRA GUADALUPE MENDEZ LOPEZ
JUAN CARLOS MUNGUIA LUNA

DIRECTORES DE TESIS
DRA. YANIS TOLEDANO MAGANA

DR. JUAN CARLOS GARCIA RAMOS

ENSENADA, BAJA CALIFORNIA, JUNIO 2022



Hago constar que el trabajo que presento es de mi autoria y que todas las ideas, citas textuales,
datos, ilustraciones, graficas, etc. sacados de cualquier obra o debidas al trabajo de terceros,
han sido debidamente identificados y citados en el cuerpo del texto y en la bibliografia y acepto
que en caso de no respetar lo anterior puedo ser sujeto de sanciones universitarias.

Afirmo que el material presentado no se encuentra protegido por derechos de autor y me hago
responsable de cualquier reclamo relacionado con la violacidon de derechos de autor.

o

Sandra Guadalupe Mendez Lopez Juan Carlos Munguia Luna




Agradecimientos

A la Dra. Yanis Toledano Magarna y al Dr. Juan Carlos Garcia Ramos por ser nuestros
directores de tesis y ser los primeros en abrirnos las puertas a su laboratorio y

conocimientos.

Al Dr. Francisco Casillas Figueroa por introducirnos al uso del Allium test para la

evaluacion de nanomateriales.

Al laboratorio de Nanomedicina y Nanotoxicologia de la Escuela de Ciencias de la Salud
de la Universidad Autdbnoma de Baja California (UABC) por prestarnos sus instalaciones

y brindarnos la orientacion para la realizacion de la tesis.

A la Red Internacional de Bionanotecnologia con Impacto en Biomedicina, Alimentacion

y Bioseguridad perteneciente al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (Conacyt).

Al Centro de Diagndstico Radioldgico de Ensenada y a Gerardo Cerda Gonzalez por su

ayuda con la toma de rayos X de nuestras muestras.
A nuestros sinodales:

Dra. Nina Bogdanchikova

Dra. Maria Evarista Arellano Garcia

Dr. Hugo Alejandro Borbén Nuiez

por su apoyo en la revision de este trabajo, retroalimentacion y orientacion.



Dedicatorias
Sandra Guadalupe Mendez Lépez

A mis padres, Diana Alicia y Victor Manuel, no hay palabras para describir todo lo que les
agradezco, me han dado las herramientas y el amor para lograr todo lo que me proponga, y
sobre todo me han guiado por la vida para hallar mi pasién y aquello que me llena de felicidad,
que gran regalo me han otorgado.

A mi hermanito Juan Pablo, la persona en la que mas confio y a quien mas admiro, has sido mi
motivo para seguir adelante en los momentos mas dificiles, y te dedico este logro pues en cada
paso tu me has acompanado.

A mis abuelos Octaviano, Andrea, Octavio y Alicia, quienes han sido pilares para mi formacién,
cuyo amor incondicional, experiencias y valiosos consejos han sido mi guia durante estos afnos.

A mis padrinos/tios Jorge y Lupita, gracias por encaminarme hacia este meta, su apoyo
incondicional e incluso a la distancia cuando me fui a Ensenada ha sido fundamental para mi,
han sido parte importante durante mi vida.

A mis tios, en especial a Elisa, quien me ha apoyado con materias complicadas, y a Carolina, me
has acompafnado durante toda mi vida, apoyado cuando lo necesitaba, y sé que siempre puedo
llamarte y estaras para escucharme.

A mis amigos Juan Carlos, Diego, Tonalmi y Perla; mi familia en Ensenada, personas muy
especiales cuyo apoyo fue indispensable para salir victoriosa de la carrera, atesoro tanto su
amistad.

A mi amiga y companera de departamento, Abril, cuyo amistad y apoyo valoro mucho, juntas
aprendimos a ser independientes y nos apoyamos en los momentos complicados.

A mis compafieros de generacion, por ser un grupo unido y apoyarnos entre todos.

A todos mis profesores que han influido en que haya llegado hasta esta meta.

Al todos los miembros del laboratorio de Nanomedicina, un grupo que me acogié y me demostré
lo bonito del trabajo en equipo en la investigacion.

A la Dra. Yanis Toledano y al Dr. Juan Carlos Garcia, quienes fueron mis profesores desde el
primer semestre de la carrera, y luego me abrieron las puertas del laboratorio, quienes me
ensefaron la pasion por la investigacion, me orientaron y tuvieron paciencia para todo lo que
aprendi con ellos.

A la UNAM que desde hace varios anos me ha formado y brindado tantos conocimientos vy
experiencias, por ser la herramienta que me permitio lograr este objetivo, es un orgullo ser parte
de ella y la llevare en el corazén a donde quiera que vaya.

A Dios.



Juan Carlos Munguia Luna

Le dedico este trabajo a:
Mi familia, por siempre apoyarme en cualquier situacion.
A mis amigos, por siempre estar ahi y sacarme una sonrisa.

Y a mis maestros, por ayudarme a llegar a este punto.



Resumen

En los ultimos afios la investigacion de nanomateriales ha ido creciendo debido a sus
aplicaciones en ingenieria, tecnologia y medicina. Las nanoparticulas de plata (AgNPs),
con longitudes inferiores a 100 nm tienen propiedades antimicrobianas, antifungicas y
antivirales y son eficaces contra bacterias Gramnegativas y Grampositivas. Por lo tanto,
las AgNPs se utilizan para dispositivos meédicos y gran potencial para diversas

aplicaciones médicas (Cameron, 2018).

Es importante estudiar el potencial dafio genotéxico de las AgNPs (Wang et al.,
2013), porque a pesar de que las células tienen una membrana selectiva, las AgNPs
pueden liberar iones Ag+ dentro de la célula, al atravesar los receptores de membrana y

causar dafo en diversos sistemas celulares, entre ellos el material genético.

Allium test es un ensayo muy efectivo para el analisis de dafios en el ADN, cuando
se estudian aberraciones cromosdmicas y micronucleos en las células meristematicas
apicales. Se eligié Allium test por su facilidad, practicidad, bajo costo y a la alta

disponibilidad de la especie Allium cepa, (Leme & Marin-Morales, 2009).

El objetivo del presente estudio fue evaluar mediante el uso del modelo de Allium
test, el efecto genotoxico de dos formulaciones de AgNPs con recubrimiento de
polivinilpirrolidona (PVP) con distintos grados de polimerizacion, en concentraciones de
100, 75, 50, 25, 15, 10 y 5 pg/mL con 72 horas continuas de exposicion y establecer las
condiciones de concentracién y tiempo de exposicion de Allium cepa a la colchicina como
control positivo de dafio genotoxico, en concentraciones de 1.25, 0.125, 0.0125 y
0.00125 mM con 4+20, 24, 4+68 y 72 horas de exposicion. El propoésito fue determinar
si el grado de PVP usado como recubrimiento de las AgNPs influye en el indice mitético

y dafo genotdxico ocasionado a las células de raices de Allium cepa.

Se utilizd6 agua destilada como control negativo, la colchicina como control
positivo, AgNOs (100 pg/ml) y PVP K-15 (1.721 mg/mL) o PVP K-30 (1758 mg/mL)
respectivamente para las dos AgNPs (AgNP1 y la AgNP4). También se us6 AgNQOs para
comparar el efecto por la posible liberacidon de iones Ag+, y PVP para comparar el efecto
del recubrimiento de las formulaciones de AgNPs utilizadas. Cada tratamiento se realiz6



por quintuplicados. Se cred una base de datos utilizando SPSS con todos los resultados,
se realizaron analisis estadisticos como ANOVA de dos vias y la prueba de Tukey.

La (ECs0) de colchicina encontrada fue de 0.125 mM a 72 h continuas de
exposicion. Para el caso de las nanoparticulas, el valor ECso se encontré en el intervalo
de 15 a 25 pug/mL para AgNP1, mientras que AgNP4 presentd el intervalo de 25 a 50
pMg/mL. En el caso de AgNP1, se encontré que el recubrimiento de PVP influye en su
actividad genotoxica. Por otro lado, AgNP4 presenté un comportamiento
estadisticamente similar al C++ (colchicina [0.125 mM] con recuperacién). Por esta
razon, se considera que éstas dos formulaciones no presentan el mismo mecanismo de

dafio genotdxico.

Debido a que ambas formulaciones presentan un porcentaje de dafio menor al
encontrado para ambos controles (0.00125mM 72 h y 0.125mM a 4+68 h), se podria
considerar que concentraciones menores a 100 ug/mL pueden ser seguras para su uso.
Por otro lado, se considera que las nanoparticulas estudiadas son agentes clastogénicos
(que rompen el cromosoma) debido a su mayor frecuencia de puentes y menor tamafio
de micronucleos. Estadisticamente hablando, ambas nanoparticulas no presentan
diferencias significativas en el porcentaje de dafo genotdxico, pero si en el indice
mitotico. Los resultados permiten concluir que la formulacién 1 promueve la proliferacion

celular.

Finalmente, se determiné la presencia de aglomerados de plata en las

concentraciones mas altas de ambas formulaciones mediante una placa de rayos X.

Palabras clave: Nanoparticulas de plata, Genotoxicidad, Allium test, Colchicina, PVP
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Introduccion

En los ultimos afos el interés por la investigacion e implementaciéon de nanomateriales
se ha incrementado debido a sus aplicaciones potenciales en areas como la ingenieria,
tecnologia y medicina (Donaldson et al., 2004). Debido a su popularidad, la exposicion a
nanomateriales y productos que los contienen se vuelve mas frecuente, ya sea durante
la produccion, transporte o incluso la disposicion final al medio ambiente (Liu & Jiang,
2016, Capitulo 1). Si no son tratados de manera apropiada, los nanomateriales pueden
representar un riesgo para la salud humana. Por lo tanto, el desarrollo de investigaciones
con el fin de estudiar los posibles efectos dafinos que estos nanomateriales pueden
causar, tanto a nivel celular como en organismos vivos completos, es indispensable e
impostergable (Sohaebuddin et al., 2010).

Para la identificacidén de los efectos dafinos ya sean citotoxicos, genotéxicos o
teratogénicos, es necesario realizar pruebas in vivo y/o in vitro para determinar el tipo de
dafio que se produce y la dosis necesaria para provocar los efectos adversos. Por un
lado, en los modelos in vivo se realiza una aproximacién muy cercana a lo que se veria
en un organismo complejo e integro por medio de experimentacién en animales de
laboratorio (Fina et al., 2013). Sin embargo, de manera experimental los modelos in vitro
han ganado popularidad como alternativa para evitar el sacrificio de los animales de
laboratorio. Los datos publicados por la European Commission, Joint Research Centre
(European Commission, Joint Research Centre (JRC), 2019) contienen metodologias y
protocolos de alternativas experimentales para la evaluacion de posibles agentes téxicos
sin necesidad de uso de animales de laboratorio. Entre ellos, los métodos
computacionales o modelos in vitro, presentan una aproximacion a lo que se veria en un
organismo complejo y reduciendo la cantidad de ensayos in vivo que se requieren
realizar.

De manera mas especifica, los ensayos in vitro pueden realizarse en cultivos
celulares (lineas celulares, cultivos primarios), bacterias, hongos, insectos, plantas e
incluso pequenos animales (Cervantes, et al., 2019). Los modelos in vitro han
proporcionado ventajas como la identificacion de perturbaciones moleculares y celulares
especificas de la sustancia quimica evaluada y el establecimiento de la concentracién
que causa el dafo celular (Yoon et al., 2012).
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Los ensayos in vitro con plantas superiores son una buena aproximacion para
determinar posibles efectos dafinos de nanomateriales, tanto en los ecosistemas como
en la salud humana, permitiendo tomar medidas de prevencion para mitigar el impacto
del material evaluado (Ma et al., 2005).

El uso de plantas superiores es de gran utilidad para estudios de genotoxicidad,
en especial, aquellos en los que se desea determinar el impacto de materiales en el
medio ambiente. Algunos modelos vegetales permiten la evaluaciéon de distintos
parametros como indice mitético, mutaciones y aberraciones cromosémicas, observando
las consecuencias en los distintos tipos de tejidos de la planta como las hojas, raices y
polen (Leme & Marin-Morales, 2009).

Se busca que las plantas utilizadas en este tipo de ensayos tengan una cantidad
reducida de cromosomas y con un tamano celular adecuado para poder apreciar de
manera mas precisa los dafos genotoxicos. Es por ello por lo que entre las plantas mas
frecuentemente utilizadas estan la Arabidopsis thailiana para ensayos de mutaciones
(Kim et al., 2007), Vicia faba para evaluaciones citogenéticas (Ma, 1982), Hordeum
vulgare para aberraciones cromosomicas o mutaciones relacionadas con la clorofila
(Milewska-Hendel et al.,, 2017), y Allium cepa para ensayos de aberraciones
cromosomicas (Grant, 1982).

La cebolla (Allium cepa) es de los modelos mas utilizados para el estudio de dafios
genotéxicos desde su implementacion por Levan (1938), donde describe el mecanismo
de la colchicina como agente inhibidor de la mitosis y la posibilidad de observar
aberraciones cromosdmicas que llegaba a generar. Ademas, se ha promovido el uso del
Allium cepa como forma de monitoreo ambiental, ya sea de contaminantes en suelos o
en agua. En el protocolo numero 8 establecido por Fiskesjo en 1989, se sugieren
parametros a evaluar respecto a la longitud y forma de las raices, asi como
caracteristicas de las células meristematicas (European Commission, Joint Research
Centre (JRC), 2019). Por lo tanto, el uso de la cebolla ha tenido buena aceptacién para
la evaluacion de posibles agentes genotdxicos en el ambiente, donde los nanomateriales
No SON una excepcion.

Los efectos de nanoparticulas metalicas en plantas superiores no pueden ser

generalizados debido a que se sabe que son consecuencia de la composicion quimica,
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recubrimiento y el tamafio de la nanoparticula que se estudia y que puede ocasionar la
liberacidn de iones metalicos (Masarovicova & Krafova, 2013).

En cuanto al estudio de AgNPs en plantas superiores, se ha encontrado que el
recubrimiento y concentracion son factores clave al evaluar efectos benéficos o dafinos.
Por un lado, el equipo de Wang (2013) expuso a Arabidopsis thaliana y Populus deltoides
nigra a AgNPs con polietilenglicol (PEG) y carbono, encontrando que arriba de ciertas
concentraciones provocan efectos fitotdxicos, pero en concentraciones bajas promueven
la elongacion de las raices. De manera similar, en el caso de Casillas-Figueroa (2020)
se evaluaron AgNPs con recubrimiento de polivinilpirrolidona (PVP), encontrando que al
exponer raices de Allium cepa a concentraciones menores a 10 pg/ml también hay
incremento en el crecimiento de las raices sin dafio genotoxico.

En consecuencia, toda nanoparticula debe de ser evaluada de forma particular ya
que sus variaciones de tamafo o recubrimiento afectaran la respuesta del organismo
modelo. Asimismo, es necesario utilizar un control adecuado para evaluar el dafio
genotoéxico. En este sentido, la colchicina es un control apropiado, debido a su efecto en
la inhibicién de la mitosis; sin embargo, es necesario determinar las condiciones de
exposicion adecuada.

Si bien, Allium test ha sido utilizado por varios investigadores como control, no se
ha encontrado estandarizado un tiempo de exposicion y concentracién para el caso de

evaluacion genotdxica con Allium cepa (Hyypio, 1954; Shimamura, 1939).
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Antecedentes

Allium cepa como modelo para la evaluacion de materiales, ha sido utilizado por diversos
investigadores. Si bien, no existe un protocolo generalizado para la evaluacién con
cebollas, la metodologia seguida es similar con ligeras modificaciones en cuanto a la
tincion usada, el tiempo de exposicidon, la cantidad de células contadas e incluso los
parametros evaluados.

De forma general, Bosio (2012) sugiere el uso de cinco bulbos de Allium cepa por
cada tratamiento a evaluar, donde se establezca un control negativo con agua y un
control positivo con compuestos genotoxicos como metilsulfoniimetano o glifosato.
Ademas, se sugiere que la exposicién sea de 24 horas por tratamiento, seguido por la
fijacion de las raices en una solucién de etanol: acido acético (3:1) por 24 horas, para
finalmente su almacenamiento en etanol al 70% en refrigeracion a 4° C. En cuanto al
conteo considera que es necesario una cantidad de 500 a 1000 células por cada bulbo.

Asimismo, Guerra & de Souza (2002) han descrito distintas tinciones que pueden
utilizarse con las raices de las cebollas para observar las fases mitoticas y posibles
dafos, proponiendo el uso de la orceina acética, carmin acético o la tincion de Giemsa
como las mas apropiadas.

Los parametros para evaluar pueden variar, de manera macroscoépica se evalua
el tamano y forma de las raices (JCR,2019), y con la tincion de los cromosomas se
cuantifican las células en cada fase de division para calcular el indice mitético, asi como
dafios cromosdmicos, por ejemplo, micronucleos, yemas, puentes 0 cromosomas
perdidos (Bonciu, 2018).

Para los analisis estadisticos de los resultados, Barbério y colaboradores (2011)
recopilaron articulos donde se utilizaba el modelo de Allium cepa para evaluacion
genotdxica y analizaron las pruebas estadisticas mas frecuentemente utilizadas. Se
encontraron como las mas populares las pruebas paramétricas Anova y t de Student, no
paramétricas Kruskal-Wallis y Mann—Whitney; asi como analisis post-hoc donde los mas
frecuentes fueron el test de Tukey, Dunnett y Dunn.

Si bien se han sugerido algunas sustancias como control positivo, la colchicina, al
ser un farmaco antimitético, provoca dano aneugénico en las células y, por lo tanto, es

un adecuado punto de comparacion para la cuantificacién del dafio. Sin embargo, no se
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ha formalizado el uso de una concentracién o tiempo determinados por lo que los
diversos autores utilizan parametros de acuerdo con sus necesidades. En su mayoria se
utilizan tiempos de exposicidn cortos con concentraciones altas, ademas de que en
algunos experimentos no sélo se considera el tiempo de exposicién, sino que ademas se
coloca nuevamente la cebolla en agua para darle tiempo de recuperacion.

Podemos mencionar autores como Kundu & Ray (2017), que realizaron el ensayo
con Allium cepa para comparar los efectos de extractos acuosos de hojas de
Clerodendrum viscosum (LAECV) con la colchicina donde, para esta ultima, se usé una
concentracion de 1.0014 mM con tiempo de exposicion de 4 horas sin y con recuperacion
de 16 horas. Se observé una disminucion significativa del indice mitético para ambos
casos, ademas de cuantificar defectos como puentes, metafases-C, cromosomas
vagabundos y micronucleos. Cabe destacar que si bien, estos ultimos son un indicativo
de genotoxicidad, fue casi nula su presencia comparada con los otros defectos.

En relacion con el uso de micronucleos como indicador de genotoxicidad, Ahiwar
y Verma (2015) evaluaron el comportamiento cromosdémico asinaptico inducido por la
colchicina con 12 horas de exposicion. Este estudio fue mas enfocado a los defectos en
los pares de cromosomas que son afectados, por lo que se utilizé una concentracion alta
de 0.2% (5.007 mM) para provocar suficiente dafio y no se cuantifico el indice mitético.
Sin embargo, destaca que encontraron un porcentaje de micronucleos de hasta 32.85%
en el total de células contadas.

Nelson (1972), considero un intervalo mas amplio de concentraciones y tiempos
de exposicidn como se observa en la tabla 1, donde calcula el indice mitético de cada
una de las condiciones. De manera general, se observa que hay un ligero aumento en el
indice mitético para la concentracion intermedia de 0.125 mM, asi como también se eleva
cuando hay un tiempo de recuperacion de 24 horas.

De forma similar, Chakraborty (2021) evalua 3 tiempos de exposicion con una sola
concentracion, y reporta que hubo una disminucion del indice mitético respecto al control
con agua, ademas de que se observd un incremento de células en metafase, pero
disminucion en anafases y telofases. Un comparativo de estos cuatro estudios
mencionados como de relevancia con colchicina en Allium cepa puede observarse en la
tabla1.
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Tabla 1. Uso de colchicina como control en el Allium test.

Concentracion | Tiempo No. de
P células .M. MN Referencia
[mM] [h] contadas
5.007 12 70 - 17.4% (Ahirwar &
Verma, 2015)
5.007 12 70 - 32.85 %
1.0014 4 2113 -19.53% | 0.57% (Kundu & Ray,
2017)***
1.0014 4+16 2470 -40.38% | 2.06%
1.25 2 1000-2000 8.8 -
(Nelson, 1972)
2+4 1000-2000 22.6 -
2+24 1000-2000 31.9 -
2+72 1000-2000 13.9 -
0.125 2 1000-2000 1.7 -
2+4 1000-2000 12 -
2+24 1000-2000 32.8 -
2+72 1000-2000 71 -
0.0125 2 1000-2000 6.6 -
2+4 1000-2000 10.3 -
2+24 1000-2000 11.5 -
2+72 1000-2000 5.5 -

*1.M. indice mitético, MN micronucleos
** La suma indica tiempo de exposicién mas tiempo de recuperacién

*** El .M. es el porcentaje de disminucién respecto al control con agua

Continua en la siguiente pagina.
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Continuacion tabla 1.

‘2 . No. de
Concentracion .
[mM] ! Tle[:l]po células .M. MN Referencia
contadas
1001.4 2 - 9.9% - (Chakraborty et
al., 2021)
4 - 9.66% -
4+16 - 3.94% -

* |.M. indice mitdtico, MN microntcleos
** La suma indica tiempo de exposicién mas tiempo de recuperaciéon
*** El I.M. es el porcentaje de disminucion respecto al control con agua

Asimismo, podemos mencionar a otros autores que han realizado estudios con
colchicina en Allium cepa, pero que no realizaron la cuantificacién de indice mitotico o
micronucleos. Por ejemplo, Ronchi (1970) estudié la duplicacion de los intercambios
subcromaticos en las células de cebolla, pero solo cuantifica las aberraciones en
metafase y anafase con exposicion de 2 horas con 6-metilcumarina (6-MC) mas otras 2
horas de post tratamiento con colchicina 0.025%. Otro ejemplo es el estudio de Geoffriau
y su equipo (1997), que se enfocan en medir los niveles de poliploidia provocada por
concentraciones de 2.5, 7.5 y 12.5 mM con 24 horas continuas de exposicion.

Shimamura (1939) realiz6 una descripcion de las células y las raices, destacando
que en las raices hay un incremento en el volumen de las células, pero no es en
proporcion al incremento de la cromatina al ser expuestas a colchicina, lo atribuye a una
division celular anormal. Este efecto puede observarse de manera macroscopica como

protuberancias en las raices como se aprecia en la figura 1.
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Figura 1. Raices expuestas con colchicina. Izquierda, protuberancias macroscépicas en las raices.
Derecha corte transversal de la raiz donde se observa incremento del volumen celular. (Shimamura,
1939).

Por otro lado, la evaluacion genotodxica utilizando el modelo de Allium cepa
también ha sido utilizado para evaluar el efecto producido por nanomateriales. Para
nuestros fines, nos enfocamos en nanoparticulas de plata. Por lo tanto, en la tabla 2 se
puede ver un comparativo de los principales resultados de estas evaluaciones, en cuanto
al indice mitético y micronucleos como indicador genotoéxico.

Como se puede observar, en todos los casos mostrados se utilizé un tiempo de
exposicion de 72 horas continuas y concentraciones de nanoparticulas menores a 100
pMg/mL. Es importante resaltar que no todos los trabajos reportan las concentraciones
en funcién del contenido de plata. Asimismo, se observa que en todos los casos hay
una relacion dosis-respuesta, puesto que entre menor concentracion el indice mitético

se incrementa.
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Tabla 2. Evaluacion de AgNps en el Allium test.

Tamaho | Recubrimiento | Concentracién | Tiempo | No. de .M. MN/ Referencia
de AgNp [ng/mL] [h] células aberraciones
[nm]
35112 | PVP 100 72 1000 ~13 ~1 (Casillas-
Figueroa
75 ~13 ~1 et al.,
2020)
50 ~13.8 | ~1
25 ~14 ~0
15 ~145 | ~0
10 ~22 ~0
5 ~22.5 | ~1
10-80 Citrato 39.94 72 500 ~9 - (Cvjetko et
al., 2017)
29.95 ~9 -
19.97 ~9 -
9.98 ~9 -
<100 PVP 39.94 72 500 ~8 -
29.95 ~9 -
19.97 ~9 -
9.98 ~9 -

* |.M. indice mitdtico, MN microntcleos

Continua en la siguiente pagina.
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Continuacion tabla 2.

Tamano | Recubrimiento | Concentracion | Tiempo | No.de | IL.M. MN/ Referencia
de AgNp [ng/mL] [h] células aberraciones
[nm]
<10 CTAB 39.94 72 500 ~7 - (Cvjetko et
al., 2017)
29.95 ~8 -
19.97 ~9 —
9.98 ~9 -
4-32 CPHE 100 72 1000 0.96 9 (Yekeen
et al.,
10 2.34 7 2017)
1 3.06 8
0.1 4.06 8
0.01 4.52 6
8.96- CBE 100 0.96 9
54.22
10 2.94 3
1 3.84 17
0.1 4.2 14
0.01 5.72 8

* I.M. indice mitdtico, MN microntcleos

En el trabajo de Casillas-Figueroa y equipo (2020) se midio la longitud y cantidad

de raices; por lo que, considerando el indice mitético respecto al control, se determiné
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que incluso se promueve el crecimiento de las raices teniendo un efecto genotoxico
minimo al cuantificar la cantidad de micronucleos presentes.

Por su parte Cvjetko (2017), al comparar los recubrimientos de citrato, PVP y
bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), determiné que los tres presentaban longitudes
de raiz similares, pero en cuanto al indice mitotico el CTAB fue menor que el resto, en
especial con concentraciones altas. Esto ultimo coincide con la cuantificacién de plata en
las raices por medio de Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente
(ICP-MS), donde el CTAB tuvo mayor cantidad y el PVP menor.

El recubrimiento mas frecuente de las AgNPs es el de PVP, esto porque se ha
observado que ayuda a disminuir la genotoxicidad. En este sentido es importante
mencionar el trabajo de Panda y colegas (2016), que realizaron la evaluacion de
nanoparticulas de plata sin y con recubrimiento de PVP en concentraciones de 100, 80,
40, 20, 10, 5,1 mg/L exponiendo las plantulas de Lathyrus sativus por 3 h con 4 a 24 h
de recuperacioén. Aunque no se realizaron los ensayos en Allium cepa, los resultados a
destacar es que, en general, el indice mitético disminuye significativamente con dosis
por arriba de 20 mg/L. Entre la nanoparticula desnuda y el control de nitrato de plata, los
efectos en el indice y aberraciones cromosomicas fueron similares, en contraste con la
recubierta de PVP cuyo dafio genotoxico fue menor. Asimismo, hay que destacar que el
porcentaje de aberraciones cromosémicas en todos los casos fue mucho mayor que la

presencia de micronucleos.
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Justificacion

En el estudio de los efectos de sustancias desconocidas, resulta conveniente realizar
estudios citogenéticos con la finalidad de evaluar el efecto que tiene la concentracién y
tiempos de exposicion en un organismo vivo. Este tipo de evaluaciones se usan
comunmente para el monitoreo de contaminantes que pueden llegar a afectar el
ecosistema de un organismo en particular (Bosio & Laughinghouse, 2012, Capitulo 8).

Los estudios citogenéticos permiten determinar las afectaciones a un organismo
a nivel cromosomico y, en el caso de plantas superiores, tienen la funcion de ayudar a la
identificacion de mutadgenos cuyas consecuencias pueden ser observadas como
aberraciones cromosomicas las cuales incluyen a los micronucleos (Kwasniewska &
Bara, 2022). La eleccion de plantas superiores para el monitoreo ambiental se debe,
entre otras razones, a su bajo costo, facilidad de manejo y almacenamiento, el tamafio y
cantidad de cromosomas (Fiskesjo, 1985), ademas de tener buena correlacion con otros
sistemas como bacterias, levaduras y de forma mas limitada con células de mamiferos
(Grant, 1994).

Como resultado de estas ventajas, la Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Econémicos (OCDE) ha desarrollado una serie de distintas directrices
enfocadas en la evaluacidn de sustancias en plantas, asi como la medicion de
parametros genotoxicos como micronucleos y otras aberraciones cromosomicas. Por un
lado, tenemos el ensayo para plantas terrestres con el numero 208 Terrestrial Plant Test:
Seedling Emergence and Seedling Growth Test (OECD, 2006a), donde se da la guia
para evaluar el crecimiento de plantas en tierra que contenga la sustancia a evaluar para
elaborar una curva de dosis-respuesta. También es posible calcular la concentracién
efectiva ECso de acuerdo con los parametros que se decidan medir para los fines de cada
estudio y con el analisis estadistico adecuado. De manera similar se encuentra el
protocolo 227 Terrestrial Plant Test: Vegetative Vigour Test (OECD, 2006b), que sigue
las mismas evaluaciones solo que la sustancia a evaluar se rocia en las hojas y la planta

en general en vez de estar presente en la tierra
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Asimismo, se han publicado otras directrices como la 473 In Vitro Mammalian
Chromosomal Aberration test (OECD, 2016a) para evaluacidon de aberraciones
cromosomicas y la 487 In Vitro Mammalian Cell Micronucleus Test (OECD, 2016c¢) para
evaluacion de micronucleos, ambas utilizando células de mamiferos. Sin embargo, estos
protocolos resultan mas complejos y costosos.

Por lo tanto, para conocer el impacto de sustancias cuyo efecto citogenotoxico
sea desconocido, como en las diferentes formulaciones de nanoparticulas de plata, es
recomendable realizar evaluaciones estandarizadas, por lo que las guias de la OCDE
resultan de gran utilidad. En especifico, al utilizar plantas superiores como la Allium cepa
se reduce el costo, se facilita la identificacion del ECso, concentraciones y tiempos de
exposicion, ademas de asegurar que todos los resultados fueron obtenidos con un

procedimiento estandarizado y reproducible.
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Marco Teodrico

Ensayos de genotoxicidad

En los ultimos 30 afos se han creado protocolos y pruebas para la investigacion de los
posibles efectos genotdxicos y/o cancerigenos de distintas sustancias tales como
farmacos, aditivos alimentarios, plaguicidas, entre otros. Los ensayos de genotoxicidad
se utilizan para estudiar las posibles interacciones de una sustancia con el material
genético que, posteriormente, podria resultar en alguna aberracion cromosomica.
(Sponchiado, et. al., 2016)

Las aberraciones cromosomicas pueden ser ocasionados por dos tipos de
agentes, clastogénicos (que rompen el cromosoma) o aneugénicos (que afectan los
husos mitoticos). De acuerdo con Stopper & Muller (1997), estos agentes se pueden
diferenciar por la presencia de cinetocoro en la aberracion cromosomica (e;.
micronucleo), en donde si se presenta es considerado un agente aneugénico y, en
contraparte, si no se presenta, se consideraria un agente clastogénico.

De acuerdo con Richard J. Albertani (2000) los ensayos de genotoxicidad difieren
dependiendo el punto final que se esté considerando. Los mas estudiados son
aberraciones estructurales y numéricas evaluadas mediante el método citogenético,
hibridacién in situ por fluorescencia (FISH), micronucleos (MN), dafio al ADN mediante
ensayos bioquimicos/electroforéticos o por intercambio de cromatidas hermanas (SCE),
aductos de proteina y mutaciones de hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa
(HPRT).

Actualmente, es indispensable realizar ensayos de genotoxicidad a los farmacos
antes de su comercializacion de manera global. Es necesario conocer el mecanismo del
posible dafio que éstos puedan causar. Aunque muchos relacionan genotoxicidad con
un posible riesgo a la salud humana, esto no es necesariamente correcto, teniendo asi
farmacos que, para ser funcionales, es necesario que causen cierto dafio genético
(Snyder & Green, 2001)
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Ensayos con plantas

El uso de plantas como sistemas de monitoreo para determinar posibles dafios
clastogénicos en organismos vivos es uno de los métodos mas estudiados, donde se
utiliza puntas de raices o polen para determinar si el estimulo ocasiona aberraciones
cromosomicas. La cuantificacion de las aberraciones cromosdmicas usando plantas
tiene ventajas debido a su simpleza, confiabilidad y bajo costo (Grant, 1978).

De acuerdo con Kwasniewska & Bara (2022) los ensayos de genotoxicidad en
plantas se llevan a cabo principalmente en las especies Allium, Nicotiana y Vicia.
Ademas, enuncia que existen distintas técnicas de tincion para llevar a cabo estos
ensayos, como son el método Feulgen, la tincidbn con orceina acética y la tincion de
Giemsa. Estas tinciones son capaces de teiir el material genético y, por ende, pueden
ayudar a identificar las aberraciones cromosomicas presentes en la célula. Cabe
destacar que estas tinciones se pueden combinar con otras, para asi obtener un mayor
contraste, tal es el caso del verde rapido, que es capaz de teiir las paredes celuldsicas.

Mas recientemente se ha optado por utilizar tinciones fluorescentes como DAPI
(4',6-diamidino-2-fenilindol) y naranja de acridina, esto debido a su rapidez y precision a
la hora de identificar aberraciones cromosdmicas, lo cual los hace altamente

recomendables para evaluaciones de genotoxicidad (Dias & et. al., 2005)

Allium test
Allium test es un bioensayo en el cual se utiliza la especie Allium cepa para evaluar los
posibles efectos toxicos que pueda tener alguna sustancia (Mufioz-Solarte & Guerrero-
Pepinosa, 2013). Este ensayo fue introducido por Levan en 1938 cuando estudio los
efectos de la colchicina en Allium cepa; desde entonces, se ha utilizado frecuentemente
para ensayos toxicologicos. Asi mismo, una de las razones que provee la utilizacion de
Allium cepa son las buenas condiciones cromosémicas como un gran tamano de
cromosomas en cantidad pequefia, lo que permite una visualizacidn mas sencilla en el
microscopio, asi como una mejor identificacion de posibles defectos cromosomicos
(Fiskesjo, 1985).

Los parametros por estudiar para determinar la genotoxicidad de un material

pueden ser microscépicos 0 macroscopicos (JCR, 2019). En el caso de los primeros se
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hace referencia a dafos a nivel celular. De acuerdo con Leme & Marin-Morales (2009) el
Allium test ha mostrado ser un ensayo muy efectivo para el analisis de dafos en el ADN,
proporcionando datos fidedignos cuando se estudian aberraciones cromosodmicas y
micronucleos en las células meristematicas apicales.

Cabe destacar que para una correcta evaluacion de dafo genotdxico se
recomienda realizar la evaluacion de por lo menos 3 mm de la raiz, esto por como se
distribuyen las regiones de la raiz como se observa en la figura 2 (Ma et al., 1995).

Por lo general los estudios se enfocan en las células meristematicas (region M)
que es donde se esta llevando a cabo la mitosis, sin embargo, como los micronucleos se
forman en la interfase, se van a encontrar en la zona de las células hijas (F1). Asimismo,
es de importancia que se analicen las raices por lo menos dos rondas de mitosis después
del tratamiento (aproximadamente 24 horas) para que el dafo que se infligid en las
células meristematicas se alcance a apreciar en la poblacion de células F1. (Ma et al.,
1995)
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Figura 2. Microfotografia de la seccion longitudinal de la raiz de Allium cepa mostrando las
regiones de la punta de la raiz (CAP), meristemo (M) y de las células hijas (F1) (Ma et al.,
1995).

En cuanto a los parametros macroscopicos, se puede cuantificar el numero y la
longitud de las raices; este ultimo parametro permite determinar la concentracion media
maxima ECso al graficar las concentraciones del tratamiento en la abscisa y la longitud

de la raiz en porcentaje respecto al control en la ordenada (Fiskesjo, 1985).
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Otro de los parametros observables es la turgencia, la cual describe que tan rigida
se encuentra la raiz. Por lo general, un material genotoxico generara raices duras y
fragiles. EI cambio de color de la raiz es otro indicativo especialmente cuando se trabaja
con sales 0, en casos de agentes muy toxicos, la raiz puede tornarse café resultado de
la muerte celular (Fiskesjo, 1985).

Finalmente, la forma de las raices es otro aspecto por evaluar donde podemos
clasificarla como normal, “agujas de croché” cuando la punta se curva, “formacién de
tumor C” que indica que esta ocurriendo la C-mitosis y ruptura de las puntas de las raices,
estas formas pueden observarse en la figura 3 (JCR, 2019).

La c-mitosis es caracterizada por la inactivacion del huso mitdtico. Los
cromosomas estan dispersos al azar. Después de la division de los cromosomas, a
menudo se forma un unico nucleo de restitucion tetraploide. Los efectos sobre el huso
mitético son dependientes de la concentracion; al aplicar una disolucién mas diluida de
la misma sustancia se puede generar una c-mitosis parcial produciendo anafases

multipolares (Ostergren, 1944).

Figura 3. Clasificaciones de las raices de Allium cepa A) raiz normal, B) raiz con forma de
“agujas de croché¢”, C) “formacion de tumor C”, D) ruptura de puntas (European Commission,
Joint Research Centre (JRC), 2019).

Por otra parte, entre las ventajas de usar la Allium cepa como modelo para la
evaluacion genotoxica es que provee una gran cantidad de informacién sin el
inconveniente de los dilemas éticos sobre el uso de animales y el costo de manutencién
(Bonciu et al., 2018) y, ademas, puede llegar a ser equiparable con lineas celulares de

animales (Bosio & Laughinghouse, 2012, Capitulo 8). Por lo tanto, el uso del Allium Test
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es altamente recomendado debido a su facilidad, practicidad, bajo costo y a la alta
disponibilidad de la especie Allium cepa.

Actualmente, Organizaciones internacionales como el programa de las Naciones
Unidas para el medio ambiente (UNEP), la agencia estadounidense de proteccion
ambiental (US EPA) y la Organizacion Mundial de Salud (OMS), aceptan el bioensayo
Allium test para el estudio de dafios citotoxicos y genotdxicos en plantas, debido a su
facilidad, reproducibilidad y correlacion con otros sistemas de estudio. (Aydin, G. y
Liman, R., 2020)

Aberraciones cromosomicas

Micronucleos

Los micronucleos son morfolégicamente similares a los nucleos, pero difieren en tamafio,
siendo estos mas pequefios que el nucleo original. Estos se originan por una deficiencia
a la hora de unirse el huso mitético con el centrémero debido a la carencia del mismo, lo
que ocasiona que, ya sea un fragmento de un cromosoma, una cromatida o el
cromosoma entero, no sean incluidos en el nucleo para la formacion de las células hijas
en la telofase y, posteriormente este es recubierto por una membrana nuclear (Fenech,
M., 2011).

De igual manera, los micronucleos también pueden ser formados por: i)
cromosomas rezagados (no fueron capaces de unirse al huso mitético), ii) la ruptura de
un cromosoma dicéntrico al ser atraido a ambos polos, iii) la ruptura de un puente
anafasico, iv) por cromosomas dobles diminutos al igual que las yemas (Shimizu, N.,
2011), v) dafio en el cinetocoro, vi) una poca metilacion de ADN del centrobmero o vii)
algun fallo en el sistema de control del ciclo celular.

Actualmente, los ensayos por micronucleos son los mas utilizados para la
determinacién de agentes mutagénicos, debido a su facil identificacién. Este modelo se
ha utilizado para estudiar pesticidas, radiacion ionizante, quimicos y, mas recientemente,

nanoparticulas (Kwasniewska & Bara, 2022).
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Yemas

Los “nuclear buds” (nBuds) o yemas nucleares son un tipo de dafio genético que es
morfolégicamente similar a los micronucleos, solo que éstos estan ligados al nucleo por
material nucleo-plasmatico, formando asi una especie de brazo. Se cree que las yemas
son precursores de los micronucleos y suelen ser ocasionados por pequefios fragmentos
de ADN extracromosomal, también llamado cromosomas dobles diminutos (Fenech, M.,
2011). Estos son formados por una amplificacion génica (mayor replicacién de un gen de
lo necesario), causando asi pequefios cromosomas circulares y acéntricos (Huret JL,
2000). Asi mismo, se considera que también pueden ser formados por el rompimiento
del puente anafasico o, similar a los micronucleos, por cromosomas rezagados en la
anafase que, posteriormente en la telofase, son envueltos por membrana nuclear y

unidos al nucleo (Lindberg, H. et. al., 2007).

Puentes

Los puentes nucleo-plasmaticos son, como su nombre lo indica, un enlazamiento entre
los dos nuevos nucleos. Estos son formados debido a la presencia de cromosomas
dicéntricos (con dos centrémeros) (Lopez, V. et. al., 2015). En dicho cromosoma se
unen dos husos mitéticos de polos opuestos, lo que ocasiona que a la hora de atraer los
cromosomas a los polos éste se estire dando lugar a un puente anafasico;
posteriormente, este puente es cubierto por la membrana nuclear dando asi a un puente
nucleo-plasmatico. Cabe aclarar que estos puentes desaparecen después del proceso
de citocinesis (Maier. M., 2017).

Los cromosomas dicéntricos son ocasionados por dos posibles procesos; el
primero es por la falta del telosoma (secuencias de ADN repetidas ricas en guanina) en
los extremos de los cromosomas, |0 que ocasiona que estos se puedan unir (Almeida,
H., et. al.,2013). El segundo, por un fallo en la reparacion de las rupturas de la doble
cadena de ADN, en donde los cromosomas fragmentados se unen formando un

cromosoma dicéntrico (Hlatky, L., 2002).
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Figura 4. Puentes creados por A) la union de dos cromosomas por falta de telosoma; B) la union
de cromosomas por falla en ruptura de ADN; C) Citocinesis de una célula con un puente
cromosomico causando la formacion de micronucleos y/o yemas. Creacion de micronucleo o
yema por D) Cromosoma vagabundo y E) Cromosomas pequefios diminutos. F) Creacion de
micronucleo por cromosoma con dafio en el cinetocoro o una poca metilacion de ADN del
centrémero.
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Defectos cromosoémicos

Dentro de esta clasificacion, se consideraron todos los defectos cromosémicos
observados durante alguna fase del proceso de mitosis, dentro de estos se encuentran
los cromosomas vagabundos, cromosomas “pegados”, fragmentos de cromosomas, c-
mitosis, entre otros (Fiskesko, G., 1985).

De acuerdo con Morais-Leme (2009), los defectos cromosomicos pueden llegar a
ser dificiles de identificar, dado que se tiene que ser un experto tanto en fases mitéticas
como en defectos para poder diferenciarlos. Sin embargo, se considera necesario su
estudio ya que nos podrian indicar tanto el tipo de agente genotéxico (clastogénico o

aneugénico) como su posible mecanismo de accién.

Lesién nuclear

Las deformaciones nucleares se consideran como toda aquella forma “irregular” que el
nucleo presente. Para ejemplificar este punto Salazar Mercado (2020) definié como
lesiones nucleares a nucleos sin forma redonda que parecian tener protuberancias al
estudiar el efecto de propanil en Allium test. Asi mismo, Sabeen y su equipo (2020)
estudiaron los efectos de varios metales en Allium test y definieron como lesién nuclear
a nucleos con rasgaduras o roturas. Estos fueron los principales criterios que se tomaron
para la identificacion de lesiones nucleares.

Morais Leme (2008, 2009) enuncia que, dentro de esta clasificacion, se pueden
incluir células multinucleadas, células diminutas y células lobulares, en donde estas
ultimas no poseen una forma definida. Lo anterior es causado por una multipolaridad en
la anafase ocasionada por un agente aneugénico, lo que ocasiona que el material

genético se disperse y sea envuelto por la membrana nuclear de manera amorfa.

Materiales genotoxicos

Colchicina

La colchicina, es un farmaco antiinflamatorio utilizado principalmente para el tratamiento
de ataques agudos de gota, pero también se puede utilizar para tratar la enfermedad de
Behcet, condritis, sindrome del intestino irritable, estomatitis aftosa severa y pericarditis.

(Kundu & Ray, 2017). De acuerdo con Eigsti & Dustin (1955, Capitulo 2) la colchicina es
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un agente antimitético, que provoca afectaciones en la metafase, y provoca la presencia
de aberraciones cromosomicas.

La colchicina es utilizada como un agente aneuploidégeno, por lo que impide la
formacion del huso mitético durante la mitosis, causando el rezago de los cromosomas
(Raigosa M., 2002) y la posterior formacion de defectos cromosomicos como
micronucleos y células polinucleadas (Serrano-Garcia, et. al., 2001).
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Figura 5. La colchicina forma un complejo con la tubulina y se copolimeriza en la red del
microtubulo, suprimiendo la dinamica del microtubulo (Jordan & Wilson, 2004).

Dentro de la célula, la colchicina se puede enlazar con dimeros libres de tubulina,
causando un bloqueo en la polimerizacion de los microtubulos (véase fig. 5), la inhibicion
de procesos dependientes de los microtubulos y alteraciones en el citoesqueleto
(Slobodnick et al., 2018). La concentracion de este farmaco es un factor determinante en
cuanto a los efectos producidos; una baja concentracién causa la detencién de la
polimerizacién de microtubulos y en concentraciones altas causa la despolimerizacion
de estos (Garcia, 2018). Asi mismo, se ha demostrado que la colchicina puede detener

el ciclo celular en metafase (Hastie, 1991).
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Nanoparticulas de plata

Uno de los nanomateriales mas conocidos son las nanoparticulas de plata, cuyas
propiedades fisicoquimicas las hacen ideales para aplicaciones biolégicas. Se ha
encontrado que poseen propiedades antitumorales, antifungicas, antivirales vy
antimicrobianas, en el caso de la ultima se ha encontrado efectividad para ambos tipos
de bacterias Gram positiva o negativa (Cameron et al., 2018). La capacidad de las AgNPs
para afectar a las células se puede atribuir a su tamafio, ya que dependiendo de este
puede atravesar la membrana celular y en el interior de las células realizar la liberacidon
de iones Ag* (McShan et al., 2014).

La internalizacion de las nanoparticulas de plata se ha descrito como un
comportamiento de caballo de Troya donde logran atravesar la membrana celular sin ser
detenidos por la selectividad de la membrana e ingresan por mecanismos de difusion,
endocitosis e incluso proteinas de membrana (Wang et al., 2013). Con las nanoparticulas
internalizadas, el dafio celular esta atribuido a la liberacién de los iones plata, asi como
la sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés),
este mecanismo puede observarse en la figura 6 (McShan et al., 2014).
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Figura 6. Vias de internalizacién de nanoparticulas de plata y efectos en las células
(McShan et al., 2014).
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Existe una relacion entre el tamafio de las nanoparticulas y la cantidad de iones
liberados, entre menor sea la nanoparticula mas iones seran liberados debido a que la
relacion entre volumen y area superficial sera mayor (McShan et al., 2014). Asimismo,
se ha identificado que la carga y el recubrimiento de las nanoparticulas van a influir en la
cantidad de iones liberados. Otro factor que influye en la respuesta celular de las
nanoparticulas es la relacion entre la cantidad de metal de la nanoparticula y la cantidad
del recubrimiento (Cruz-Ramirez et al., 2021).

Entre los recubrimientos mas comunes para nanoparticulas de plata se
encuentran biomoléculas como proteinas especificas (Valenzuela-Salas et al., 2021) o
polimeros como la polietilenimina (PEI) o PVP (Auclair et al., 2019), esto con la finalidad

de reducir su citotoxicidad o permitir una internalizacién mas precisa.

Polivinilpirrolidona (PVP)

La polivinilpirrolidona (PVP) también conocida como povidona, es un polimero de origen
sintético (Hiremath et al., 2019, Capitulo 8). Su polimerizacion puede realizarse en bulto,
suspension o solucion, siendo esta ultima la mas popular usando peroxido de hidrégeno
como iniciador, cuya concentracion es determinante para el peso molecular del polimero
(Haaf et al., 1985). El peso molecular del PVP depende del grado de polimerizacion, el
cual es expresado con un valor K que va de los 10 hasta 120. Las propiedades
fisicoquimicas, asi como la variedad de longitudes de las ramificaciones que tenga el
polimero estaran relacionadas con el valor K (Hiremath et al., 2019, Capitulo 8).

La PVP cuenta con grupos funcionales hidrofilicos e hidrofébicos, lo que le permite
ser soluble en agua y en una gran variedad de disolventes organicos. En cuanto a la
forma se describe como una bobina o espiral la cual puede tener dimensiones de 1 hasta
100 nm dependiendo del peso molecular, esto es de importancia dependiendo de la
aplicacién que se le quiera dar (Haaf et al., 1985). Una de las aplicaciones donde es
importante considerar el tamafo es como excipiente en varios medicamentos
administrados por via oral. En este caso se requiere un tamafio menor a 7 nm (diametro
de los capilares de rifiones humanos) para que asi pueda ser excretado por via renal,
por lo tanto, el PVP debe tener un valor K menor de 25 (Haaf et al., 1985).

Otros ejemplos de aplicaciones es su uso como expansor de plasma sanguineo

en pacientes con traumatismo, en forma de composito con yodo o povidona para uso
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como desinfectante en material o telas quirurgicas, en pleurodesis debido a su bajo costo
y eficacia, y finalmente, como ayuda en la solubilizacidn e inhibicion de recristalizacion
de farmacos en forma de jarabes o capsulas de gelatina blanda (Kumbar et al., 2014,
Capitulo 1).

En cuanto al uso del PVP en la sintesis de nanoparticulas metalicas, se asocia
como estabilizador y ayuda a controlar la forma en la sintesis de las nanoparticulas. En
el caso especifico de las nanoparticulas de plata, se ha encontrado que el uso de PVP
determina la forma, siendo el valor de K y la concentracion del polimero factores que

modifican la forma desde cubos hasta octaedros (Koczkur et al., 2015).
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Objetivos
Generales

Determinar las condiciones de concentracion y tiempo de exposicidon de Allium cepa a la
colchicina para usarla como control positivo de dafio genotoxico.

Evaluar el efecto genotdxico de las nanoparticulas de plata con recubrimiento de

polivinilpirrolidona mediante el uso del modelo de Allium test.

Especificos

e Determinar el indice mitético y dafio genotoxico (micronucleos, puentes, yemas,
aberraciones cromosomicas) en el modelo de Allium cepa para la colchicina en
concentraciones de 1.25, 0.125, 0.0125y 0.00125 mM a 4+20, 24, 4+68 y 72 horas
de exposicion.

e Realizar un ajuste matematico para determinar concentraciones y tiempos de
exposicion idoneos para tener indice mitético alto y presencia de micronucleos en
el modelo de Allium cepa expuesta a colchicina.

e Determinar el indice mitético y dafio genotoxico (micronucleos, puentes, yemas,
aberraciones cromosomicas) en el modelo de Allium cepa para las AgQNPs Argovit
formulaciones 1 y 4 en concentraciones de 100, 75, 50, 25, 15, 10 y 5 uyg/mL 72
horas continuas de exposicion.

e Comparar el efecto genotdxico entre las dos formulaciones de AgNPs.

e Realizar mediciones de la cantidad y longitud de las raices en los ensayos de

colchicina y AgNPs para determinar el ECso para cada sustancia.
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Hipotesis
El grado de polimerizacion del polivinilpirrolidona usado como recubrimiento de las

nanoparticulas de plata Argovit influira en el indice mitético y dafo genotdxico

ocasionado a las células de raices de Allium cepa.
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Metodologia

Determinacion de control positivo.

De acuerdo con lo analizado en la Tabla 1, se determiné utilizar las concentraciones de
sugeridas por Nelson (1972), 1.25, 0.125 y 0.0125 mM; ademas, se agreg6é una
concentracion menor (0.00125 mM) para contar con cuatro concentraciones en escala
logaritmica para tener un mejor panorama de como es el efecto de la colchicina en Allium
cepa.

En cuanto al tiempo de exposicidén, se seleccionaron tiempos de 4 horas de
exposicion y 20 de recuperacion en agua, asi como 24 h continuas, con la finalidad de
hacer comparables nuestros resultados con los observados en la literatura. Sin embargo,
también se decidid evaluar a tiempo de 4+68 y 72 h continuas para, de esta forma, poder
tener mismos tiempos de exposicidén cuando se coloque como control de las AgNPs, que

son realizadas a 72 h (Tabla 2).

Crecimiento y cultivo de las cebollas

Las cebollas fueron obtenidas de un local comercial y se seleccionaron las que tenian un
bulbo aproximado de entre 1-1.5 cm de diametro, se cortaron las hojas y las raices, para
el caso de las raices se cortaron lo mas cercano al bulbo, pero sin dafiar el primordio, se
colocaron en tubos de ensayo y dependiendo el ensayo se dejaban crecer en agua o se
sumergian en la solucién a estudiar. Se colocaron 5 ejemplares por cada tratamiento.
Las cebollas fueron colocadas en la parte superior y posterior de un estante para
su cultivo, esto para evitar la menor entrada de luz posible, cabe aclarar que esté
experimento se llevo a cabo en invierno, a temperatura de entre 20-22 °C, a nivel del mar

y con un clima muy seco templado.

Montaje del ensayo

Se realizaron tres montajes de ensayos, dos de colchicina y uno de nanoparticulas. El
primero fue con concentraciones seleccionadas de colchicinas de 1.25,0.125, 0.0125 y
0.00125 mM a tiempos de 4+20, 24, 4+68 y 72 h. Luego se determinaron otras

concentraciones de colchicina a evaluar para el segundo ensayo a 0.05 mM a 72 hy de
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0.48 mM a 4+68h. En estos dos ensayos se utilizdé unicamente agua destilada como
control negativo. Cabe aclarar que las muestras de 24 h fueron previamente cultivadas
en agua destilada durante 24 h y posteriormente se les colocé el estimulo.

Finalmente, el tercer ensayo se realizd con las nanoparticulas de plata. Se realizé
con las formulaciones 1 y 4 de nanoparticulas de plata Argovit a concentraciones finales
de 5, 10, 15,25, 50, 75, y 100 ug/mL (considerando el contenido de plata metalica). De
acuerdo con Cruz-Ramirez y colaboradores (2021), estas nanoparticulas poseen un
didmetro promedio de 16.4 +8.0 nm y de 16.4 8.1 nm, para las formulaciones 1 y 4
respectivamente. En cuanto al contenido de plata, se tiene 1.14 +0.02 y 1.19 £0.01
(%w/w), y el contenido de PVP 19.62 £0.3 y 20.92 +0.42 (%w/w), respectivamente. Las
propiedades fisicoquimicas son muy similares como se observa en la tabla 3, sin
embargo, la principal diferencia radica en el tipo de PVP utilizado, para generar la

formulacién 1 se utilizé PVP K-15, mientras que para la formulacion 4 fue PVP K-30.

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de las formulaciones de AgNP1 y AgNP4 (Cruz-Ramirez et
al., 2021).

Propiedades AgNP1 AgNP4
Diametro promedio (nm) 16.4 8.0 16.4 8.1
Distribucion de tamafios en TEM (nm) 5-40 5-40
PVP K-15 K-30
Diametro hidrodinamico Ghyaro (NM) 448.7 483.2
indice de polidispersién (PDI) 0.813 0.555
Potencial zeta ¢ (mV) -0.872 -0.464
Plasmén de resonancia de superficie (A) 415 406, 549
Analisis TGA
Ag metalica (Y%ow/w) 1.14 £0.02 1.19 £0.01
PVP (Y%w/w) 19.62 +£0.30 20.92 +0.42
H20 (% wiw) 79.24 £0.45 77.89 £0.80
Morfologia Esférica Mayormente esférica
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Asi mismo, se pusieron como controles positivos de PVP K-15 con concentracion
de 1721 ug/mL para el caso de la AQNP 1 y de PVP K-30 a 1758 ug/mL para la AgNP 2.
Estas concentraciones fueron determinadas con base a la cantidad de PVP contenida en
la respectiva nanoparticula. Ademas, se utilizé otro control positivo con AgNOs a una
concentracion de plata igual a la concentracion mas alta de AgNPs evaluada (100
pug/mL). Cabe destacar que para este ensayo se utilizé como controles positivos (C+)
colchicina a 0.125 mM en 4+68 h, (C++) colchicina a 0.00125 en 72 h y como control
negativo (C-) agua destilada.

Adicionalmente, se realizaron dos concentraciones extras de colchicina de 0.05 y
0.0005 mM a 72 h continuas, y una concentracion de 0.05 mM con una exposicion de 4
h mas 68 h de recuperacioén, con el fin de encontrar una condicion que se ajustara mas

a nuestros fines.

Medicion de cantidad y longitud de raices

Para la medicion de las raices, se conto el numero de raices y se determin¢ la longitud
de estas cada 24 h al igual que su longitud, la cual fue medida mediante el uso de un
vernier. Las mediciones fueron realizadas por dos personas con la finalidad de reducir el

sesgo en la medicién.

Ensayo de inhibicion de crecimiento de raices

Pasadas 72h, las raices se midieron tanto de los controles de colchicina como la de las
nanoparticulas para determinar el ECso, en donde se considerd el valor de ECso a la
concentracion que retiene el crecimiento un 50% comparado con la longitud de las raices
del C-.

Fijacion y congelamiento

Una vez pasados los tiempos de exposicion, se procede a fijar las raices. Para el
procedimiento de fijaciébn, se cortaron las puntas de las raices con una longitud
aproximada de entre 3 a 5 milimetros, posteriormente se sumergieron las raices en una
solucién de acido acético-metanol 3:1 previamente preparada con la finalidad de detener

el proceso de division celular y se guardé por 12 h en el congelador a 4°C.
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Pasado el tiempo establecido se trasvasaron las raices a tubos eppendorf que
contenian 500 yL de metanol al 70% y se colocaron en el congelador con una

temperatura 4 °C, donde se quedaron almacenadas hasta su tinciéon y observacion.

Tincién
Primeramente, se colocaron en un vidrio de reloj y se lavaron las raices con un poco de
agua destilada para rehidratarlas. Posteriormente se colocaron por 10 minutos para
hidrolizar la pared celular en HCI 5M previamente calentado en bafo maria. Una vez
pasado el tiempo, se lavaron las raices en agua destilada para retirar el exceso de HCI.

Luego se agregd orceina acética al 2% para tefir el material genético y se dejo
reposar por 20 minutos, acto seguido, se lavaron las raices con acido acético al 45%
(v/v) y se eliminé el excedente con papel secante. Posteriormente, se agrego el colorante
verde rapido para tefiir las paredes primarias vegetales. Pasados 20 min se lavo

nuevamente con acido acético al 45% (v/v).

Conteo

Para el conteo se colocaron las raices tefiidas en un portaobjeto y se colocé una gota de
acido acético al 45% (v/v), se colocd el cubreobjetos y se hizo un aplastamiento y
extendido de la raiz. Se contaron 1000 células por cada raiz (una raiz por cada cebolla)
y se identificaron las distintas fases celulares, asi como defectos nucleares como son
yemas, aberraciones cromosoémicas, micronucleos, puentes y deformaciones nucleares.
Finalmente, se calculd el indice mitético y el porcentaje de dafio al material genético de

cada una de las muestras.

Analisis estadistico

Con los datos obtenidos se realiz6é una base de datos en el software IBM SPSS Statistics
26, en donde se calcul6 el indice mitético (IM) y el porcentaje de dafio al material genético
mediante las siguientes formulas:

rofase + metafase + anafase + telofase
IM=p f fNocel f f x 100
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. yemas + puentes + defectos cromosomicos + lesiones nucleares
% de dafio = N i x 100
o.cel.

Ambas férmulas fueron obtenidas con base en el trabajo publicado por Aydin &
Liman (2020) para la evaluacién de células de raices de cebollas.

Una vez teniendo la base de datos completa, se eligieron 3 de los 5 ensayos para
tener un ensayo por triplicado mas homogéneo, esto se realizd con el fin de disminuir la
varianza entre los datos.

Este analisis primero fue realizado para determinar el control positivo con
colchicina, luego con las concentraciones de colchicina seleccionadas, se procedio a
montar el ensayo con nanoparticulas.

En cuanto a el analisis de significancia, primero se comprob6 una distribucidon
normal de los datos, para posteriormente aplicar una prueba Anova de una via, y luego
como analisis post-hoc, se aplico la prueba de Tukey, para determinar la significancia

entre los tratamientos y controles.

Microscopia de fluorescencia

Debido a observaciones realizadas en las concentraciones mas altas, se determino
realizar observaciones con naranja de acridina como tincién para observar las células en
microscopia de fluorescencia excitando el fluoroforo a una longitud de onda de 470 nm,
con la finalidad de descartar que las observaciones de puntos negro son resultado de la

tincion de orceina acética y verde rapido.

Rayos X

Se realizé una placa de rayos X a las muestras teniendo como control negativo una
cebolla cultivada en agua con la finalidad de determinar si las nanoparticulas
presentaban bioacumulacion en alguna zona de la cebolla. Este analisis se llevé a cabo
con la ayuda de Gerardo Cerda Gonzalez en el Centro de Diagndstico Radioldgico de

Ensenada.
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Resultados

Ensayos con colchicina

Parametros macroscopicos

Las raices se contaron y midieron cada 24 h hasta cumplir el tiempo de tratamiento con
las concentraciones evaluadas (1.25, 0.125, 0.0125 y 0.00125 mM). De forma
macroscopica, las raices de todas las concentraciones de colchicina sometidas a 24 h
de exposicion presentaban una apariencia normal como se observa en la figura 7, es
decir, coloraciones y una flexibilidad similar a la que tienen al crecer en el control

negativo.

Figura 7. Cebollas expuestas por 24 h a una concentracion de colchicina 0.0125 mM.
A) Cebollas en los tubos de ensayo y B) acercamiento para identificar las condiciones de las
raices.

Sin embargo, en el caso de las cebollas expuestas por 72 horas sin recuperacion,
comenzaron a presentar protuberancias en las raices a partir de las 48 h de exposicion.
Entre mayor la dosis de colchicina, eran mas notorios y frecuentes encontrar las

protuberancias, las raices presentan formacion de tumor-c segun la clasificacion de la

49



European Commission, Joint Research Centre (JRC) (2019). Asimismo, en cuanto al
bulbo se observo una ligera consistencia mucilaginosa y desprendimiento de las capas
mas externas del bulbo, como se puede apreciar en la figura 8.

El tumor-c es producido por el cambio en la direccidn de crecimiento de las células
al estar en contacto con colchicina. En lugar de crecer en la direccion longitudinal, las
células comienzan a crecer en todas las direcciones, generando un redondeamiento de
las raices. Hay un cambio en la morfologia de las células, pero no en el numero de estas
(Ostergren, 1944).

Figura 8. Cebollas expuestas por 48 h a una concentracion de colchicina 0.125 mM.
A) Cebollas en los tubos de ensayo y B) acercamiento para identificar los defectos de las
raices.

En cuanto a las cebollas expuestas a colchicina a 0.00125 mM por 4 h con 68 h
de recuperacion, algunas llegaron a presentar un aspecto ligeramente mucilaginoso y
desprendimiento de capa apreciable en la figura 9 (sefialados con la flecha roja). Sin
embargo, solo algunas raices de la concentracion mas alta (1.25 mM) presentaron una
ligera deformacion. Cabe aclarar que entre mayor fue la concentracién de colchicina, la

rigidez de la raiz también aumentaba.
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Longitud (cm)

Figura 9. Cebollas expuestas por 4 h con 68 h de recuperacion a una concentraciéon de
colchicina 0.00125 mM. Las flechas sefalan los desprendimientos de capa en las A) cebollas
en los tubos de ensayo y B) acercamiento para identificar el desprendimiento de las capas.

Por otro lado, a partir de la cuantificacion y medicion de las raices de cada
tratamiento, se obtuvo el valor promedio, asi como su respectiva desviacion estandar.
En la figura 10 se observan los resultados para tratamiento de 24 horas, con una linea
punteada roja se hace referencia a los resultados obtenidos con el control de agua

destilada.
A) Tamano de raices 24 h. B)Numero de raices 24 h.
2.5+ 10-
—_— I 0
2.0 24 h. 8- 24 h.
(2]
] S
154 ] | { {
2 1] Il 1]
1.0 [ I 'U At e e e R P L
‘ gl e s s s 1l L
Z
0.5 24
[
: Q Q° : Qe Q.Q : Q- Q° Q°
— 24h.— F—4+20h—] — 24h.— F—4+20h—]
Concentracion [mM] Concentraciéon [mM]

Figura 10. Graficas que expresan la A) longitud y B) nimero de raices 24 h de exposicion.
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Como se puede observar en los graficos anteriores, en los ensayos a 24 h de
exposicion, todas las muestras presentaron un crecimiento menor en cuanto a longitud
promedio comparado con el control negativo (Figura 10 A). Por otra parte, las
concentraciones de 0.125 y 0.00125 mM tanto en exposicion continua como aguda
presentaron un mayor numero de raices, al igual que la concentracion de 0.0125 con
exposicién aguda, la cual presentd el mayor numero de raices, 6 en promedio (Figura
10B).

De manera similar se obtuvieron los datos de las cebollas expuestas por 72 h
continuas y 4 mas 68 horas de recuperacion, donde las mediciones se llevaron a cabo

cada 24 horas como se observa en la figura 11.

A)Tamarno de raices 72 h. B) Niumero de raices 72 h.
3 10
Hl 24 h. Hl 24 h.
48 h. " 8- 48 h.
24 mm 72h. 8 B 72h. {
\E 6_
l S 4 { ‘ I
SO Y TR R
. {1 BEL | 2 L]

— 72 h.‘—| —a+68 h—| — 72 h..—l —4+68 h—|

Concentracion [mM] Concentracion [mM]
Figura 11. Graficas que expresan la A) longitud y B) nimero de raices 72 h de exposicion.

Es de mencionar que en las primeras 24 horas de los ensayos a 72 h, las
concentraciones 1.25 y 0.00125 mM de exposicion aguda obtuvieron una longitud de
mas del doble respecto al C-, mientras que las otras concentraciones,

independientemente del tiempo de exposicién, tuvieron una longitud ligeramente mayor
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promedio con respecto al C- (Barras negras, Figura 11A). Para la segunda medicion
(48h), nuevamente las concentraciones 1.25, 0.125 y 0.00125 mM de exposicion aguda
presentan una longitud promedio mayor que el control, de igual manera las
concentraciones 0.0125 y 0.00125 mM de exposicion continua (Barras gris claro, Figura
11A). En la ultima medicion (72 h, barra gris oscuro, figura 11A), las concentraciones s
1.25 y 0.00125 mM de exposicion aguda, como también las concentraciones 0.0125 y
0.00125 mM con exposicion continua mostraron longitudes mayores al control.

La tendencia en la longitud de las raices de cebolla expuestas a diferentes
concentraciones de colchicina con un periodo de recuperacion, nos podrian indicar la
presencia de un comportamiento de hormesis, la cual es una propiedad de los farmacos
que nos indica que a bajas concentraciones se encuentra una efecto beneficioso
(crecimiento de raices) y a altas concentraciones un efecto dafino, esto se puede
observar en la figura 11, en donde se aprecia que a bajas concentraciones hay una
estimulacion del crecimiento de las raices e incluso la concentracion de 0.125 mM obtuvo
un IM mayor al C-, por lo que no solo hubo estimulacién del crecimiento de la raiz, sino
también una mayor proliferacion celular, confirmando dicho comportamiento.

Por otra parte, en el primer conteo de raices (24 h) se encontré que en todas las
concentraciones de colchicina se presentaba una mayor cantidad de raices que en el
control negativo (Figura 11B). En la segunda medicion (48 h) solamente las
concentraciones de 1.25 mM de exposicion continua y 0.0125 mM en exposicion aguda
tuvieron una cantidad menor de raices respecto al promedio (Figura 11D, barra gris
claro). Finalmente, después de 72 h de exposicidon, se observé que la concentracion de
1.25 mM en exposicion aguda fue la unica con valores menores al control (Figura 11 B,
barra gris oscuro). Ademas, la concentracion de 0.125 mM en exposicion aguda tuvo la
misma cantidad de raices que el control.

Una vez medidas las raices de todas las muestras a 72h, se procedio a graficar la
concentracion contra el porcentaje de crecimiento para determinar el ECso de cada

compuesto evaluado, como se muestra en la siguiente figura:
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ECso de colchicina exposicion continua y con recuperacion

200+ -«- Colchicina 72 h.
o —— (Colchicina 4+68 h.
t 150
@
E
E 100 -
&}
o
50—
32
0 | | | | |
0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10

Concentracion [mM]

Figura 12. ECso de colchicina después de 72 h de exposicion y después de 4 h de exposicion
con 68 h de recuperacion. La linea roja punteada indica el 50% de crecimiento.

Como se puede apreciar en la figura 11, el ECso de colchicina con una exposicion
continua se encuentra en 0.125 mM con 50.33% de inhibicidon. Por otro lado, los datos
obtenidos de las muestras de colchicina con exposicion aguda no fueron suficientes
como para poder identificar una concentracién que produzca la inhibicion de crecimiento

en un 50%.

Parametros microscopicos

Con base en lo observado en el microscopio, se identificaron las fases del ciclo celular y
las aberraciones cromosoémicas, como se muestra en la figura 12. Dicha figura muestra

también el criterio tomado para la cuantificacion de las fases celulares.
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Interfase Profase Metafase Anafase Telofase

P 2

B

.

Puente . . Defectos Lesiones
Yemas , L. Micronucleos L
nucleo-plasmaticos cromosomicos Nucleares

Figura 13. Ejemplificacion de las fases del ciclo celular y aberraciones cromosoémicas.
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Una vez teniendo un criterio de identificacién de fases celulares y de aberraciones
cromosomicas, se procedié a contar 1000 células. Utilizando las formulas previamente
estipuladas, se procedioé a calcular el I.M. (tabla 4) y el porcentaje de dafo (tabla 5) de
las muestras de colchicina en exposicion continua y aguda con y sin tiempo de

recuperacion.

Tabla 4. indice mitético en Allium cepa con una exposicion continua de colchicina de 72 y 24
horas y una exposicion de 4 horas con un tiempo de recuperaciéon de 68 y 20 horas.

Tiempo
Concen- 72 h 24 h 4 +68 h 4+20h Control Control
tracion 72 h 24 h
1.25 uM 0.86 +0.32|136+045 | 0.83+0.25 | 2.73 +1.88 - -
0.125 uM 1.1+ 0.34 1.7 £0.91 5834+0.77 | 1.77 + 1.10 - -
0.0125uM | 3.93+0.50 | 3.86 +2.06 | 3.9+ 1.13 | 517 + 4.02 - -
0.00125 uM 4403 333+158 | 3.86+206 | 1.40 +1.39 - -
0 R - - - 6.2 583+ 1

Tabla 5. Porcentaje de dafio en Allium cepa con una exposicidén continua de colchicina de 72 y

24 horas y una exposicion de 4 horas con un tiempo de recuperacion de 68 y 20 horas.

Tiempo

Concen- 72h 24 h 4 +68 h 4+20 h Control Control

tracion 72 h 24 h

1.25 uM 1593 +449 | 351+ 0.72 | 6.8 £3.11 79072 - -
0.125 uM 84+104 [8.76+£213 | 2.7+0.86 | 3.60 230 - -
0.0125uM | 1.06 £0.40 | 2.83 +2.34 | 1.43 +£0.37 | 2.37 + 0.45 - -
0.00125 uM 1.3+07 1.56+0.35 | 1.73 £0.77 | 3.33 £ 0.85 - -

0 - - - - 0.7 £ 0.1 0.83 +0.35

Con dichos datos se elaboraron graficas para una comparacion mas visual de las

caracteristicas de este ensayo con colchicina como se ve en la figura 14.
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A) Colchicina 24 h.
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B)Colchicina 72 h.
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Figura 14. indice mitético y porcentaje de dafio de muestras expuestas a diferentes concentraciones de colchicina por A) 24 y B) 72
h con y sin recuperacion.
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Asimismo, se desglosé la cantidad de células encontradas en cada una de las
fases mitdticas como se muestra en la figura 15 para 24 horas de exposicion continua y

con recuperacion y en la figura 16 para 72 horas continuas y con recuperacion.

Fases mitoticas - Colchicina a 24 h.

40—
Ml Profase
30 Metafase
‘ B Anafase
< 50 Telofase
S 20 ‘
‘ ‘ | ]
i l”il AL
M | i .
05— 7711 ll lI — 1 1
\’f) y\q?) Q\q?) Q'\qf) \‘lf) r\q?) y\q?) Q\q?) v
o S O Q¥ O

Concentracion [mM]

Figura 15. Células en cada fase mitéticas en Allium cepa expuestas a colchicina por 24 horas
continuas, y 4 horas de exposicién mas 20 de recuperacion.

Fases mitoticas - Colchicina a 72 h.

40—
Wl Profase
30— Metafase
B Anafase
< 0| Telofase
: 20
= 1.1 ‘ l l I
10— ] I . 11

— 72 h.— —4+68 h—]

Concentraciéon [mM]

Figura 16. Células en cada fase mitdticas en Allium cepa expuestas a colchicina por 72 horas
continuas, y 4 horas de exposicién mas 68 de recuperacion.
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Podemos observar que para todos los casos de exposicion a colchicina se observa
que la mayoria de las células se encuentran en profase; mientras que la anafase es la
menos frecuente.

Asimismo, es de destacar que, en concentraciones bajas de colchicina,
independientemente de los tiempos de exposicion, se observa una mayor frecuencia de
células en profase respecto al control negativo con agua.

Por su parte también se desglosan los diferentes tipos de dafios que se generaron
para tiempos de exposicidn de 24 horas continuas y con recuperacion en la figura 17, asi

como a 72 horas continuas y con recuperacion en la figura 18.

Defectos cromosomicos - Colchicina a 24 h.

100
Bl Puentes
nBuds
] B Micronucleos
3 s0 D.C.
BN LN

0
Qo Q’ Q‘QQ Q. Q Q9°
F— 24 h.— —4+20 h—

Concentracion [mM]

Figura 17. Porcentajes de defectos cromosdmicos presentados en Allium cepa expuestas a
colchicina por 24 horas continuas y 4 horas de exposicién y 20 de recuperacion.
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Defectos cromosomicos - Colchicina 72 h.

100
HEl Puentes
nBuds
. B Micronucleos
;‘- 50 D.C.
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— 72h.— —4+68 h—]
Concentracion [mM]

Figura 18. Porcentajes de defectos cromosdmicos presentados en Allium cepa expuestas a
colchicina por 72 horas continuas y 4 horas de exposicién y 68 de recuperacion.

Puede apreciarse que el defecto mas frecuente han sido las deformaciones
nucleares (D.C.) donde estas predominan en concentraciones altas para exposiciones
prolongadas de 72 horas. En el caso de tiempos con recuperacion ya sea de 4+20 o de
4+68, es evidente que para la concentracion mas alta se elevd de manera notoria la
cantidad de puentes presentes y de micronucleos. Asimismo, es de notar que aun en el
control con agua se puede llegar a generar una muy pequefia cantidad de defectos.

Para determinar la influencia de la concentracion y el tiempo de exposicion en el
indice mitético, asi como la cantidad de micronucleos y el porcentaje de dafio presente,
se realizé una evaluacion estadistica con una prueba Anova de dos vias. Los valores de

la significancia estadistica de los resultados observados se presentan en la tabla 6.
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Tabla 6. Valores de significancia de prueba Anova de dos vias con los parametros evaluados de
concentracién y tiempo en el conteo de células, los tratamientos fueron de 1.25, 0.125, 0.0125 y
0.00125mM a exposicion de 24 y 72 h continuas y 4 de exposicion mas 20 0 68 h de recuperacion.

[.M. Micronucleos % de dafio
Concentracion .000* .000* .000*
Tiempo .061 737 .089
Concentracion X .011* .702 242
Tiempo

*Considerando p<0.05

Como se puede observar en la tabla 3, la concentracion de colchicina tiene una
significancion mucho menor a 0.05, por lo que se determina que el indice mitético y
cualquier defecto tiene una relacion directa con las diferentes concentraciones
evaluadas. De manera similar el indice mitético se encuentra relacionado con la
combinacién de los factores de concentracion y tiempo. Sin embargo, es necesario
recalcar que el tiempo no tiene relacion con ninguno de los parametros medidos (indice
mitético, micronucleos, porcentaje de dafio), lo cual es un indicativo de que la exposicion
aguda o continua a la colchicina tiene los mismos efectos.

En el caso de los ensayos con colchicina, con los datos obtenidos se realizaron
funciones de ajuste (polinomial de grado 2) y se encontré que los puntos en donde se
encontraba el mayor indice mitotico y la mayor cantidad de micronucleos son 0.05 mM
para el caso de la exposicion crénica y de 0.48 mM para la exposicion aguda a 72 h. Sin
embargo, de acuerdo con lo observado, se tiene la hipétesis que una concentracion
menor a 0.00125 mM en exposicion cronica a 72 h, podria representar un mayor indice
mitotico y una mayor cantidad de micronucleos. Por lo tanto, se realiz6 otro ensayo con
concentraciones de 0.05 y 0.0005 en exposicidon crénica y 0.5 en exposicion aguda;
contrario a lo esperado no presentaron mejores resultados que las concentraciones
inicialmente evaluadas.

Con base en los datos anteriores, se propone utilizar la concentracién 0.125 mM
a4 h+68h (C++) o exposicion continua a 0.00125 mM por 72 h (C+) debido a que son
las que presentan un porcentaje de dafo considerablemente mayor al control y no
presentan una inhibicién tan drastica en el indice mitético. Ademas, al ser ensayos de 72

h, es mas favorable para la comparacion con los ensayos de nanoparticulas.
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Ensayos con AgNPs

Parametros macroscopicos
En los ensayos con nanoparticulas se utilizaron al PVP y al AQNO3s como controles, por

lo que su apariencia también sera descrita para funcionar como punto de comparacion.

Polivinilpirrolidona (PVP)

Las raices de las cebollas expuestas a PVP (K-15 y K-30) se observd que presentaban
una rigidez notable y, por ende, eran fragiles al manipularlas. Sin embargo, tenian una
apariencia visual normal, ya que no presentaban deformaciones de ningun tipo como

puede observarse en la figura 19.

Figura 19. Cebollas expuestas a PVP K-15 por A) 24, B) 48 y C) 72 horas, asi como a PVP K-
30 a D) 24, E) 48y F) 72 horas.

Asimismo, cabe destacar que no se observaron otro tipo de cambios en el bulbo
0 en las hojas de la cebolla, por lo que por parametros macroscopicos las afectaciones

solo son a nivel de raiz.
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Nitrato de plata (AgNO3)

El cambio de las cebollas a lo largo de 72 horas expuestas al nitrato de plata puede
observarse en la figura 20. Con este control las raices no presentaron deformaciones ni
cambios en la textura de la raiz; en cuanto al color se mantuvo igual que el control con
agua a excepcion de una raiz que comenzd a tomar un ligero color café hacia las 48 h

de exposicion.

Figura 20. Cebollas expuestas a AgQNOs por A)24, B) 48 y C)72 h.

En cuanto a los bulbos se observd un ligero desprendimiento de capas en la
mayoria de las cebollas durante las primeras 24 h de exposicion, sin embargo, en

observaciones posteriores no se not6 esta afectacion.

AgNP1

En el caso de la formulacién 1 de AgNPs, se encontraron diferencias notables
dependientes de la concentracion en los parametros macroscopicos. En las 4
concentraciones mas bajas (5,10,15,25 pg/mL) presentaron una apariencia casi similar
al control con agua tanto en las raices como en el bulbo, como se aprecia en la figura 21.
Las raices presentaban en su mayoria coloracién blanquecina y una turgencia similar a
la del agua, sin embargo, se volvian ligeramente mas fragiles entre mayor la
concentracion. En cuanto al bulbo, algunas cebollas presentaron ligero desprendimiento
de las capas externas a partir de las 48 h de exposicidn y en contados casos una

63



apariencia mucilaginosa tras pasar las 72 h de exposicion. A pesar de ello, mantenian un
color blanco y el tallo verde crecia con normalidad.

Figura 21. Cebollas expuestas a AgNP1 por 72 h a concentraciones de A)25, B) 15 C)10y D) 5
pg/mL.

En contraste encontramos diferencias notables con las concentraciones mayores
de 50 pg/mL, las cuales pueden ser observadas en la figura 22. Ahi se aprecia un
oscurecimiento de coloracién en las raices, asi como desprendimiento de capas
superiores y un notable cambio en su longitud. Cabe mencionar que, a pesar de la
coloracion y afectacion en el desarrollo de las raices, no se observé un cambio importante
en la forma o la consistencia, por lo que se puede estimar que no hay ninguna afectacion

estructural.
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Figura 22. Cebollas expuestas a AgQNP1 por 72 h a concentraciones de A)100, B) 75 y C)50
pg/mL.
En cuanto a los bulbos de estas tres concentraciones superiores, presentaron una
especie de moretones desde las 24 h de exposicion, siendo mas notorios con el paso del

tiempo, asi como el oscurecimiento general del bulbo apreciable en la figura 23.

Figura 23. Acercamientos a defectos de cebollas expuestas a AQNP1 por 72 h a
concentraciones de A)100, B) 75y C)50 pg/mL.

En el caso de la concentracién mas alta, incluso se observaron que las capas
superiores presentaban algo similar a huecos en algunas zonas que, ademas,

presentaban un cambio notorio de coloracidon como en la figura 24A. La tonalidad oscura
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parecia que iba en direccion del xilema de la planta. Por ello se decidi6 realizar cortes
longitudinales (figura 24B) y transversales (figura 24C), encontrando de esta forma que

el dano apreciado es superficial, y que en su interior el bulbo esta aparentemente sano.

Figura 24. Cebollas expuestas a AgQNP1 por 72 h a concentraciones de 100 ug/mL
A) acercamiento a defectos en el bulbo, B) corte longitudinal y C) corte transversal.

En cuanto a las medidas de longitud y cantidad de raices fueron tomadas cada 24
h. Con estos datos, se compararon las 7 concentraciones distintas con la concentracion
maxima de PVP (1721 ug/mL) y plata (100 pg/mL) contenida en la concentracion mas
alta de AgNPs. También se compararon esto resultados con 2 controles de colchicina,
0.125mM a4 h+ 68 h (C++)y 0.00125 mM por 72 h (C+) como se muestra en la figura
25.
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Longitud y nimero de raices por exposicion a AgNP1
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Figura 25. A) Longitud y B) numero de raices después de 24, 48 y 72 h de exposicion a
diferentes concentraciones de AgNPs formulacion 1. En donde, C+ representa el control
positivo de colchicina [0.00125 mM] a 72 h continuas; C++, el control positivo de colchicina
[0.125 mM] con una exposicion de 4 h y 68 h de recuperacion; y C- el control negativo con agua
destilada.

Como se puede observar en la figura 24, ninguna de las concentraciones de
AgNPs ni el control con PVP supera la longitud de las raices observadas en el C- después
de 72 h. Por el contrario, las muestras de AgNOs como ambos controles positivos
obtuvieron longitudes mayores comparado con C-. Por otro lado, las concentraciones en
el intervalo de 50 a 5 pg/mL de AgNPs formulacion 1 obtuvieron una mayor cantidad de

raices que el control con agua.

AgNP4

De manera similar a la formulacion 1, las cebollas expuestas a AQNP4 sufrieron minimas
afectaciones en concentraciones menores a los 25 ug/mL. En la figura 26 se observa que
mantiene una coloracion blanca y solo las concentraciones de 15y 25 ug/mL llegan a
presentar desprendimiento de las capas superiores y una un aspecto ligeramente
mucilaginoso en el bulbo. En cuanto a las raices, se mantuvo el color y un crecimiento
aparentemente similar al control con agua, la consistencia de las raices era flexible y en

un estado aparente de salud.
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Figura 26. Cebollas expuestas a AQNP4 por 72 horas a concentraciones de A)25, B) 15 C)10y
D) 5 pl/mL.

Sin embargo, en las concentraciones mas altas que van de los 50 a los 100 pg/mL
se observaron afectaciones como es apreciable en la figura 27. Primeramente, las raices
tuvieron un crecimiento notoriamente menor a cualquier otro estimulo. A pesar de ello,
es de destacar que se observaba la generacion de mas raices nuevas, aunque cortas
para las tres concentraciones, adquiriendo en su mayor parte coloraciones oscuras y
unas pocas raices totalmente blancas. Por su parte, en todos los casos el bulbo comenzé
a presentar moretones, un aspecto ligeramente mucilaginoso y ligero desprendimiento
de capa desde el primer dia de exposicion.

Figura 27. Cebollas expuestas a AgNP4 por 72 h a concentraciones de A)100, B) 75y C) 50
Mg/mL.
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Entre las particularidades a destacar relacionadas con las concentraciones altas
de formulacion 4, podemos mencionar el dafio sufrido en el tallo de las cebollas, donde
se apreciaba la adquisicidén de una coloracion oscura y no uniforme (figura 28B), asi como
lesiones en el bulbo como si se hubiera raspado la capa superior (figura 28A). Empero,
al realizar los cortes longitudinales y transversales (figura 28C y 28D), no se hallaron

afectaciones, estimando que solo es una lesién externa.

Figura 28. Cebollas expuestas a AgNP4 por 72 horas a una concentracion de 100 pg/mL A)
acercamiento a defectos en el bulbo, B) defectos en el tallo, C) corte longitudinal y D) corte
transversal del bulbo.
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Otros de los danos observados es la forma que adquirian la base de las raices
nuevas, ya que tendian a “envolver’ a las raices mas viejas del centro y, por ende,

presentar una ligera curvatura hacia el interior como puede notarse en la figura 29.

Figura 29. Cebollas expuestas a AgNP4 por 72 h a concentracion de A)100 y B) 50 pg/mL
defecto en raices “envolventes”.

Después de medir la cantidad y longitud de las raices cada 24 h por un periodo de
72 h, se realiz6 el promedio de los datos obtenidos y, al igual que con la AgNP 1, se
compararon las 7 concentraciones evaluadas con el efecto producido por la
concentracion maxima de PVP (1721 ug/mL) y plata iénica (100 ug/mL) contenida en la
concentracion mas alta de AgNPs, C+ y C++. La figura 30 muestra la compilacién de los

resultados.
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Longitud y nimero de raices por exposicion a AgNP4
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Figura 30. A) Longitud y B) numero de raices en 24, 48 y 72 h de exposicién a diferentes
concentraciones de AgNPs formulacion 4. En donde, C+ representa el control positivo de
colchicina [0.00125 mM] a 72 h. continuas; C++, el control positivo de colchicina [0.125 mM] con
una exposicion de 4 h. y 68 h. de recuperacion; y C-, el control negativo con agua destilada.

Finalmente, con los datos de crecimiento de las raices después de la exposicidon

a las dos formulaciones de nanoparticulas, se realiz6 el calculo del ECso como se observa

en la figura 31.
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Figura 31. ECso después de 72 h de exposicidn continua a diferentes concentraciones de las

formulaciones 1y 4 de las AgNPs.
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En el caso de las nanoparticulas, se puede inferir que el valor de ECso se
encuentra, en el intervalo de las concentraciones de 15 y 25 ug/mL para AgNP1, cuyos
valores de porcentaje de inhibicidn son 34.52% y 60.40% respectivamente. En este caso,
es importante mencionar que, si bien se espera que la concentracion inhibitoria media de
crecimiento se encuentre dentro de ese intervalo, el valor mas proximo obtenido a inhibir
el 50% del crecimiento se encuentra en la concentracion de 10 ug/mL con un ECso de
43.09%. Por otro lado, para el caso de la AgNPs 4 se observa que el valor ECso exacto
se encuentra dentro del intervalo de concentraciones de 25 y 50 pg/mL, con una
inhibicion del 32.43% y 56.19% respectivamente, en donde ésta ultima, fue el punto mas

cercano a la concentracion inhibitoria media de crecimiento.

Parametros microscoépicos

La comparacion de los parametros microscopicos se realizdé para todos los controles y
formulaciones de AgNPs, por lo que, una vez terminado el ensayo, se procedié a contar
las fases mitéticas y las aberraciones cromosomicas. Con base en esos datos, se calculo
el indice mitético y el porcentaje de dafio, como se muestra en la figura 32 para la AQNP1

y en la figura 33 para la AgNP4.
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Indice mitético y porcentaje de dafio de raices expuestas a AgNP1
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Figura 32. Comparaciones de indice mitético y porcentaje de dafio para AgNP1. Las letras minusculas indican los tratamientos que
presentan diferencias estadisticamente significativas respecto al control correspondiente con letra mayuscula: C+ (A), C++ (B), C-

(C), PVP (D) y AgNOs (E). Los * indican los tratamientos que presentan diferencias estadisticamente significativas para el
porcentaje de dafio. Se considera p<0.05
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U.A.

Indice mitético y porcentaje de dafio de raices expuestas a AgNP4
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Figura 33. Comparaciones de indice mitético y porcentaje de dafio para AgNP4. Las letras minusculas indican los tratamientos que
presentan diferencias estadisticamente significativas respecto al control correspondiente con letra mayuscula: C+ (A), C++ (B), C-
(C), PVP (D) y AgNOs (E). Los * indican los tratamientos que presentan diferencias estadisticamente significativas para el
porcentaje de dafio. Se considera p<0.05
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En la figura 29 y 30 se puede observar que ninguna concentracion de AgNPs de
la formulacion 1 o la 4 obtuvieron un indice mitético mayor al control negativo. Esto
también se puede observar para AQNOs y ambos PVP (K-15 y K-30). En contraparte, casi
todas las muestras tuvieron porcentajes de dafo mayores al control negativo
exceptuando la concentracidn de 75 pg/mL para ambas nanoparticulas, en donde, para
AgNP1 el dafio es de 39.48%, mientras que en la AgNP4 es exactamente igual que a su
control negativo.

De manera mas especifica podemos observar en la figura 34 que se encuentran
las células encontradas en cada una de las fases mitéticas, asi como los porcentajes de

cada tipo de dafio cromosomico para la AGNP1 en la figura 35.
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Figura 34. Fases mitéticas en Allium cepa expuestas a AQNPs 1 por 72 h.

75



Defectos cromosémicos - AgNPs1
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Figura 35. Defectos cromosdmicos en Allium cepa expuestas a AgNPs 1 por 72 h.

Se observa que de manera similar a la colchicina y control con agua (C-), las
AgNPs en concentraciones de 15 ug/mL presentan una mayor frecuencia de células en
profase respecto a otras fases; sin embargo, en concentraciones de AQNPs mayores en
telofase y en anafase.

En cuanto a los defectos cromosdmicos, las nanoparticulas presentan con mayor
frecuencia lesiones nucleares para todas las concentraciones; ademas de que es casi
nula la presencia de puentes. Ademas, podemos mencionar que de manera cualitativa
los micronucleos presentes en células expuestas a AgNPs fueron mas pequefios que
aquellos observados con la colchicina.

Mientras que para la AgNP4 la cantidad de células en cada fase mitética en la

figura 36 y los porcentajes de cada tipo de dafo se aprecian en la figura 37.
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Fases mitéticas - AgNPs4
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Figura 36. Fases mitéticas en Allium cepa expuestas a AgNPs 4 por 72 h.
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Figura 37. Defectos cromosomicos en Allium cepa expuestas a AQNPs 4 por 72 h.
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Es de notar que para todas las concentraciones de AgNP4 al igual que con la
colchicina, la profase fue la fase mitética mas recurrente, seguida por células en telofase.

Ademas, para los porcentajes de dafios cromosémicos no hay una generalizaciéon
para todas las concentraciones, pero se aprecia que los defectos cromosoémicos y las
lesiones nucleares son los dafios que predominan.

En cuanto al analisis estadistico, se realiz6 una prueba Anova de una via,
considerando ambas nanoparticulas y nuestros controles, encontrandose que en la
cantidad de micronucleos no hay diferencias significativas entre grupos, sin embargo, en
el porcentaje de dafo y en el indice mitético si se encontraron diferencias significativas,
considerando un nivel de significancia menor a 0.05.

Se realizd la prueba de Tukey para hacer una comparacion multiple entre las
distintas concentraciones de nanoparticulas y los controles, con el fin de comparar el
dafio generado. Los resultados se pueden observar en la figura 32 y 33 donde aquellos
que presentan diferencias de medias significativas son comparados con las letras usando
mayusculas para indicar contra qué control (A —-C+, B—C++, C—C-, D—PVP,
E—AgNO:s) presentan estas diferencias, o cifras en detalles pueden ser consultadas en
los anexos 1y 2.

De manera general, se observa que no hay diferencias significativas de AgNP1
con respecto al control con PVP K-15 para los valores de indice mitdtico en cualquiera
de las concentraciones evaluadas. Sin embargo, en concentraciones de AgNP1 de 25
pMg/mL y superiores, existen diferencias significativas respecto al control con agua y con
colchicina de 0.00125mM (C+).

Por su parte, se obtuvo que no hay diferencias significativas de ninguna
concentracion respecto al control de colchicina a 0.125mM (C++) para los indices
mitéticos de AgNP4. Mientras que para los controles de agua y colchicina a 0.00125 mM
(C+) hay diferencias significativas a partir de concentraciones de 50 ug/mL y superiores.

En cuanto al porcentaje de dafio, en la mayoria de los casos no hubo diferencias
significativas con respecto a los controles de agua (C-), PVP, AgNOs y colchicina a 0.125
mM exposicidn con recuperacion (C++) para ambas formulaciones.

En contraste, en el caso del porcentaje de dafio para la AQNP1 existen diferencias

*

estadisticamente significativas (marcadas con * en la figura 33) entre el control de

78



colchicina a 0.00125 mM a exposicidon continua (C+) y las concentraciones de 75y 50
pMg/mL de nanoparticulas.

De manera similar, para la formulacién de AgNP4 existen diferencias significativas
en el porcentaje de dafo entre la colchicina a 0.00125mM (C+) y las concentraciones de
AgNP4 de 75y 50 pg/mL.

Debido a que las propiedades fisicoquimicas de las formulaciones AgNP 1y 4 son
practicamente iguales, se realizé una comparativa entre las concentraciones de ambas
formulaciones para determinar si el recubrimiento de PVP puede influir en el indice

mitético o el dafio generado, esta comparacion puede observarse en la figura 38.
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Figura 38. indice mitético de las nanoparticulas 1y 4.
Al realizar la prueba post-hoc de Tukey para comparar ambas formulaciones de

nanoparticulas se encontré6 que para concentraciones iguales no hay diferencias

significativas en el indice mitotico.
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Sin embargo, al comparar el indice mitético para las dos formulaciones, podemos
encontrar que en el caso de la formulacién 1 a concentracion de 10 pg/mL es el punto en
el cual presenta diferencias estadisticamente diferentes con una mayor gama de
concentraciones de la formulacién 4 (100,75 y 50 ug/mL). Ademas, la concentracion de
5 pg/mL de la formulacion 1 presenta diferencias significativas con la concentracion 75
pug/mL de las AgNP4.

De igual forma, para la formulacion 4 la concentracion de 15 ug/mL es la que
presentd diferencias significativas con una mayor variedad de concentraciones de la
formulacion 1 (100,75,50 y 25 yg/mL). Adicionalmente, en la concentraciéon de 10ug/mL
de la AgNP4 se observan diferencias significativas respecto a 100 pg/mL de la
formulacion 1.

Asimismo, se realizd la comparacion de porcentaje de dafos entre ambas

formulaciones de nanoparticulas, como se puede observar en la figura 39.
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Figura 39. Porcentaje de dafio de las nanoparticulas 1y 4.
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Como se puede apreciar, en cuanto al porcentaje de defectos no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas para ninguna concentracion de las dos

formulaciones de nanoparticulas, los datos a detalle pueden consultarse en el anexo 4.

Por ultimo, es importante mencionar que se encontraran notorios aglomerados

dentro y fuera de las células en las concentraciones de 100, 75, 50 y 25 ug/mL de AgNPs

1y 100, 75y 50 yg/mL de AgNPs 4. Cabe aclarar que concentraciones mas bajas que

las anteriormente sefaladas no presentaban aglomeraciones significativas o

simplemente su existencia es nula. La tabla 7 muestra fotografias representativas de la

acumulacion de material en las células de raiz de cebolla expuestas por 72 h a AgNP1 y

AgNP4.

Tabla 7. Imagenes con aglomerados dependientes del tipo de nanoparticula y la concentracion.

Concentracion (ug/mL)

100

75

50

AgNPs 1

AgNPs 4

Ademas, cabe recalcar que la presencia de estos aglomerados era en aquellas

raices que presentaban una coloracién oscura, en las raices blancas (aun siendo de las

mismas condiciones de exposicion) las aglomeraciones eran poco notorias.
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Por ello se decidi6é analizar las laminillas mediante microscopia de fluorescencia,
donde las raices negras de las concentraciones mas altas de nanoparticulas de plata se
tiferon con naranja de acridina, con la finalidad de descartar que los aglomerados fueran
errores de tincion, obteniendo las imagenes de la figura 40.

Figura 40. Fotografias de raices negras de AgNP1 a 100 ug/mL en aumento x40, observado
con A) luz blanca y B) en fluorescencia a Ac = 470 nm.

Los aglomerados no presentaban fluorescencia, por lo que se descartd error de
tincion y se buscaron otras formas para comprobar la naturaleza de los aglomerados.

En consecuencia, se realizé una placa de rayos X de las cebollas que presentaron
una mayor cantidad de estos aglomerados utilizando como referencia un algoddn
impregnado con AgNPs, esto con el fin de corroborar la presencia de plata metalica en
las cebollas. La radiografia se presenta en la figura 41, en donde los puntos mas brillantes
en la parte superior de la imagen corresponden a las tachuelas utilizadas para sujetar las
cebollas.

82



Figura 41. Radiografia de cebollas expuestas a AQNPs 1 con concentraciones de: A) y B) 100; C) y D) 75; y E) y F) 50 pg/mL y
AgNPs 4 con una concentracion de 100 ug/mL. En donde I) muestra el algodén impregnado con AgNPs 1 y su respectiva radiografia
utilizado como control de identificacién de plata metalica.
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Como se puede apreciar en la Fig. 41-1, las nanoparticulas pueden observarse
como las zonas mas brillantes de la radiografia, lo cual nos indica la presencia de plata
metalica. Dicho esto, al comparar las cebollas con su correspondiente radiografia, se
puede apreciar que las partes que presentan una mayor coloracion, similar a la de las
nanoparticulas, poseen un mayor brillo, lo que fortalece la hipotesis acerca de la
presencia de aglomerados de nanoparticulas las cebollas. Es importante mencionar que
las raices fueron enjuagadas con agua destilada, por lo que las nanoparticulas solo

pueden encontrarse en el interior de las cebollas.
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Analisis de resultados

De acuerdo con Fiskesjo, G. (1985), la tenacidad de las raices es un indicador de la
turgencia; una raiz fragil es sinénimo de toxicidad. En este trabajo se encontré que las
AgNPs y la colchicina aumentaban la rigidez en funcion de la concentracion; conforme
disminuye la concentracion de las sustancias evaluadas, la rigidez de las raices también
disminuye, siendo muy similar a la del C-. Lo anterior nos indica que se presentan
cambios fisioldgicos que ocasionan variaciones en la 6smosis de las células de las raices.
Esto se corrobord con observaciones en el microscopio a las concentraciones mas altas
evaluadas de cualquier sustancia, las células eran mas grandes en estos casos que las
células expuestas a las concentraciones mas bajas. Ademas, se observé pérdida de la
integridad morfoldgica, pasando a ser mas redondas en lugar de cuadradas, esto se

aprecia en la figura 42.

Sin recuperacion

Colchicina
72 h.

Colchicina
24 h.

Nanoparticulas
72 h.

Figura 42. Comparacion de tamafos de células expuestas a colchicina con una concentracion
de 1.25 mM: A), C), E), y G) y 0.00125mM: B), D), F), y H) 0.00125mM. Los paneles I-L
muestran la comparacion de tamanos de células expuestas a concentraciones de 100 pg/mL de
1) AgNPs 1y K) AgNPs 4 y 5 ug/mL de J) AgNPs 1y L) AgNPs 4.
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Aunque el tamarfio de las células esta asociado al grosor de la raiz, se aprecio de
manera constante el incremento del tamafo de las células conforme mayor era la
concentracion de la sustancia estudiada, siendo mas notorio en las muestras con
colchicina. Es necesario destacar que las células que poseen un mayor tamano se
encontraban en raices que poseian un tumor-C, similar a lo descrito por Shimamura
(1939). Por otro lado, el mismo autor enuncia que otro indicador de genotoxicidad es la
coloracién, lo cual explica la ligera coloracion amarillenta en las concentraciones de
colchicina mas elevadas. Fue justo en estas condiciones experimentales donde se
encontré un mayor porcentaje de dafo al material genético. En las concentraciones mas
altas de AgNPs evaluadas, las raices poseian un color café oscuro mas intenso conforme
mas elevada fuera la concentracion. Aunque en este caso, la suspension de AgNPs
concentrada ya posee una coloracién café.

De acuerdo con Leme (2008), un agente aneugénico es capaz de crear multiples
polos para la division celular, lo que ocasiona que se creen C-metafases, la cual puede
ocasionar células multinucleadas y una gran cantidad de micronucleos. Lo anterior se
observo principalmente en las concentraciones elevadas de colchicina en todas las
condiciones, teniendo mayor frecuencia las muestras expuestas 4 h a la concentracion

1.25 mM con 20 h de recuperacion, como se muestra en la figura 43.

Figura 43. Células de cebolla expuestas a colchicina [1.25 mM] por 4 h con 20 h de
recuperacion en donde A) se muestran multiples polos antes de la division celular y B) se
observan células polinucleadas y polimicronucleadas.
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Comparando nuestros resultados con los obtenidos por Kundu & Ray (2017), y
Chakraborty et al., (2021), utilizar colchicina como control positivo a una concentracion
de 0.4 mg/mL produce una reduccion en el .M. y un aumento en aberraciones
cromosomicas (principalmente metafase-c), al igual que una inhibicién en el tamafio de
las raices. Lo anterior coincide con los datos obtenidos en el presente trabajo, mostrando
una concordancia con la longitud de las raices medidas después de 24h de exposicidon
(que es el tiempo mas cercano al que ellos estudiaron). Sin embargo, se puede apreciar
que, a 72 h de exposicion el comportamiento cambia, por lo que se podria decir que
existe una dependencia del tiempo para la inhibicidn del crecimiento de las raices.

Ademas, cabe mencionar que todas las muestras de 72 h. obtuvieron un mayor
numero de raices que el C- y, a 24 h. solo las concentraciones de 0.00125 mM sin
recuperacion y 1.25 mM con recuperacion obtuvieron un numero menor de raices que el
C-.

En cuanto al valor ECs0, no se encontré ninguna comparacion directa en la
literatura, sin embargo, de acuerdo con Bosio (2012) los resultados obtenidos por allium
test podrian ser equiparables con ciertas lineas celulares. Dicho lo anterior, Norieva
(2020) encuentra que el ECso de la colchicina estudiada en la linea celular A549 es de
30 nM y, si lo comparamos con nuestro resultado, el valor obtenido por Norieva es 41.66
veces menor al nuestro. Si comparamos el valor de ECso obtenido de los experimentos
de exposicion a colchicina (1.24 uM) con otros compuestos estudiados mediante la
técnica Allium test, encontramos que nuestro valor es igual al del compuesto MNNG
(Metil-nitro-nitrosoguanidina) obtenido por Fiskesjo (1997, capitulo 11), siendo este de 12
MM. Cabe destacar que éste compuesto ha sido identificado como un agente carcindbgeno
y mutageno.

Por otro lado, debido a que no se pudo determinar el ECso de la colchicina con
recuperacion, se considera que éste puede ser un factor crucial a la hora del disefio de
un experimento, se recomienda hacer un ensayo con un intervalo de concentraciones
mas amplio hacia concentraciones mas altas. Asimismo, como se aprecia en la figura 12,
la grafica de colchicina con recuperacion parece tener un posible comportamiento de
hormesis, lo cual queda pendiente para estudiar en trabajos futuros.
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Con base en la prueba ANOVA de dos vias realizada, se tiene que no hay
diferencia significativa entre el tiempo de exposicidn, pero si hay significancia en cuanto
a la concentracion. Esto indica que, independientemente del tiempo en el que se lleve a
cabo el ensayo, la concentracién va a ser la determinante para la obtencién de cierto I.M.
y porcentaje de dafio. Asi mismo, también se encontré significancia en cuanto al valor de
I.M. con respecto al tiempo y la concentracion, por lo que, para la determinacién de un
control positivo con colchicina, es necesario tener en cuenta una concentracion que se
ajuste a los parametros que se quieran obtener.

Para el caso particular del indice mitético se tienen que tomar en consideracion
ambos parametros. Cabe recalcar que no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en cuanto al conteo de micronucleos, por lo que si sélo se tomara en cuenta
este parametro (como se sugiere en varios protocolos) podriamos concluir erroneamente
que no hay dafo genotoxico a las células. Sin embargo, hay que recordar que otro tipo
de aberraciones pueden presentarse y ser un indicativo mas preciso de los efectos que
estan ocurriendo a las células.

Dicho lo anterior y con base en Fiskesjo, G. (1995), consideramos que los ensayos
genotoxicos de Allium test deberian llevarse a cabo en un periodo de 2 a 6 dias, en donde
las cebollas deben estar expuestas de manera continua tanto a los controles como a las
sustancias a evaluar, que, en este caso corresponde a la concentracion 0.00125 mM con
un valor de .M. de 4, 1.43% de aberraciones cromosoémicas y una presencia de
micronucleos del 0.36% comparado con el control negativo.

En la actualidad no hay una parametrizacion estandar de aberraciones
cromosomicas. La aberracion mas estudiada son los micronucleos que, si bien, son lo
que tienen mayor potencial de ser identificados y son un dafo irreversible, consideramos
gue no se deben excluir los demas defectos debido a que pueden ser precursores de
micronucleos (en el caso de puentes, yemas y defectos cromosdémicos). Ademas de lo
anteriormente mencionado, es necesario tener en cuenta el tiempo de exposiciéon y la
longitud de la raiz, estos al menos deben ser 24 h (dos ciclos de replicacion) y 3 mm de
longitud para poder observar aberraciones cromosomicas (Ma et al., 1995). Por lo que
se considera que la clasificacion que se utiliza en el presente trabajo podria ser de ayuda

para futuros ensayos de genotoxicidad, independientemente si algunas aberraciones
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tienen mas posibilidad de ser reparadas, todos y cada una son un indicio de dafo
genotoxico.

Un dato por resaltar es que, tanto el AQNOs como varias concentraciones de
ambas nanoparticulas poseen un numero elevado de puentes, lo cual es un indicador de
los agentes clastogénicos (Ateeq, 2002). Se especula que iones plata liberados por
ambas formulaciones (AgNP1 y AgNP4) causan la ruptura de los cromosomas,
provocando asi la generacion de cromosomas dicéntricos, lo cual explica una mayor
presencia de puentes con respecto a C-, C++ y PVP. Ademas, de acuerdo con McShan
(2014), las nanoparticulas de plata inhiben la proliferacion celular, lo cual se comprueba
debido a que en todas las concentraciones de ambas nanoparticulas se obtuvieron
valores de indice mitético menor al encontrado para C-.

Para comprobar que las nanoparticulas poseen un caracter clastogénico, en
teoria, los micronucleos encontrados en las células expuestas a nanoparticulas deberian
ser mas pequefos que los encontrados en las células expuesta a colchicina, debido a

que los micronucleos creados por rupturas de cromosomas poseen una menor cantidad

de material genético y, por ende, un menor tamano.

< B v 7 :

Figura 44. Los defectos encontrados en muestras expuestas a colchicina [1.25 mM] en
diferentes tiempos con y sin recuperacion son A) cromosoma vagabundo en C-metafase; B)
cromosoma vagabundo antes de convertirse en micronucleo; C) y D) micronucleo; E) célula con
multiples micronucleos; F) célula polinucleada; G) célula binucleada; H) micronucleos
producidos por AgNPs 1 a 50 pg/mL; Micronucleos producidos por AgNPs 4 al) 100 y J) 25

pg/mL.
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Como se aprecia en la figura anterior, los micronucleos creados por la colchicina
(Fig. 44 C-D) efectivamente son mas grandes que los generados por las nanoparticulas
(Fig. 44 H-J), incluso se alcanzaron a apreciar los caracteristicos cromosomas
vagabundos (Fig. 44 A-B). Ademas, al ser la colchicina un agente aneugénico, se
pudieron observar otras aberraciones cromosémicas peculiares como células con
multiples micronucleos (Fig. 44 E) y células bi- y polinucleadas (Fig. 44 F-G).

Este método para discernir entre una agente clastogénico y aneugénico mediante
el tamano de los micronucleos ha sido ampliamente utilizado. Prueba de esto son los
trabajos de Yamamoto (1980), Vanderkerken (1989), Torous (1998) y Miller (1992). Asi
mismo, estos autores concuerdan que los micronucleos producidos por agentes
aneugénicos poseen un mayor tamafo que aquellos causados por agentes
clastogénicos. Sin embargo, Stopper & Mdller (1997) consideran que este método nos
es tan fiable debido a que un agente clastogénico a altas concentraciones podria causar
un mayor numero de rupturas de cromosomas y, al tener una mayor cantidad de
fragmentos, estos se podrian unir provocando micronucleos mas grandes, por lo que
sugieren analizar la presencia de sefales del cinetocoro en los micronucleos. De esta
manera se podria afirmar si el micronucleo fue formado por cromosomas acéntricos o por
cromosomas vagabundos.

Considerando la discusion anterior, se sugiere realizar un ensayo mas especifico
en donde se mida el tamafio promedio de los micronucleos causados tanto por un agente
clastogénico como un aneugeénico a diferentes concentraciones y tiempos de exposicion.
Posteriormente, realizar otro ensayo para verificar la existencia o inexistencia de
cinetocoros en los micronucleos presentes en las células expuestas a ambos agentes.
Lo anterior con el fin de confirmar la correlacion que tiene el tamafo de los micronucleos
con el agente genotoxico a estudiar.

Asi mismo, los resultados del presente trabajo se pueden comparar con los
resultados obtenidos por el Dr. Casillas, ya que el experimento se llevé a cabo con
concentraciones iguales, condiciones de laboratorio muy similares y con nanoparticulas
de plata. Sin embargo, es necesario considerar que las propiedades fisicoquimicas de
las AgNPs difieren significativamente en algunos parametros con respecto a las

empleadas en este experimento (Tabla 8).
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Tabla 8. Propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas utilizadas por Casillas (2020) (AgNP

A) y las empleadas en este trabajo (AgNP1 y AgN4).
Propiedades: AgNP 1 AgNP 4 AgNP A
Distribucién de tamafio por TEM 5-40 5-40 1-90
(nm)
Diametro hidrodinamico (nm) 448.7 483.2 70
Potencial Z (mV) -0.872 -0.464 -5
Plasmon de resonancia (A) 415 406.549 420
Plata metalica (% w/w) 1.14 £ 0.02 1.19+£0.01 1.2
PVP (Y%w/w) 19.62 £ 0.30 20.92+0.42 18.8
Morfologia Esférica Esférica Esférica

Comparando los resultados obtenidos en este trabajo con los obtenidos por el Dr.
Casillas podemos observar que las AgNPs estudiadas en el presente trabajo inducen una
inhibicién de la elongacion de las raices. La AgNPs A solo inhibe el crecimiento de las en
las dos concentraciones mas altas (100 y 75 ug/mL), mientras que ninguna concentracién
de AgNPs 1 o AgNPs 4 logré alcanzar una elongacion promedio igual o mayor al C-
después de 72 h de exposicion.

Por otro lado, en cuanto a la cantidad de raices, se presenta un comportamiento
muy similar en las 3 formulaciones de AgNPs. Todas las concentraciones de AgNPs 4 y
AgNPs A presentaron un numero mayor de raices después de 72 h de exposicion con
respecto al C-. En cambio, AgNPs 1 presenté un menor numero de raices en las
concentraciones de 100 y 75 pg/mL.

Al comparar el IM se encontré una gran discrepancia entre los resultados con
AgNPs A y las formulaciones estudiadas en este trabajo. AQNPs A produce indices
mitéticos mayores que el control negativo en todas las concentraciones, mientras que
AgNPs 1 y AgNPs 4 presentaron indices mitéticos menores que el control negativo en
todas las concentraciones, lo que nos indica un mayor dafo fitotéxico para estas dos

ultimas formulaciones respecto a AgNPs A.
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Para finalizar, todas las concentraciones de AgNPs A evaluadas presentaron una
menor cantidad de micronucleos comparado con el C-, mientras que en las AgNPs 1y
AgNPs 4 se presenta todo lo contrario, pues ninguna de las concentraciones evaluadas
present6 una cantidad de micronucleos menor al C-. EI mayor aumento de micronucleos
se encontrd en 25 pg/mL con 1312.12% (x=4.33) para AgNP 1y con 75 pg/mL para AgNP
4 con 1212.12% (x=4) con respecto al control negativo (x=0.33); lo cual coincide con lo
hallado en la Anova de dos vias donde se encontré6 que existe una relacién entre la
concentracion y la cantidad de micronucleos (Tabla 6).

Por otro lado, Yekeen y su equipo en 2017 realizaron un experimento donde
evaluaron los efectos genotoxicos de nanoparticulas a concentraciones de entre 0.01 a
100 pg/mL, sintetizadas mediante cascara de mazorca de cacao biogénica (CPHE-
AgNPs) y grano de cacao (CBE-AgNPs) en Allium cepa. Las nanoparticulas poseen
forma esférica y un tamafio de 4 a 32 nm para CPHE-AgNPs y de 8.96 a 54.22 nm para
CBE-AgNPs. En el trabajo mencionado se obtuvieron indices mitdticos menores al C- en
todas las concentraciones de ambas AgNPs en los distintos tiempos de estudio (24, 48 y
72 h). También observaron una disminucion paulatina conforme aumentaba la
concentracion de AgNPs, teniendo asi una dependencia entre el IM y la concentracion
de AgNPs. La disminucion del IM se observa en los resultados obtenidos con AgNP1 y
AgNP4. Sin embargo, no se presenta el efecto dependiente de la concentracion. En
AgNP1 se presenta una disminucion abrupta de IM después de 15 ug/ml presente,
mientras que en AgNP4 el efecto sobre IM es muy similar en concentraciones de 5 a 25
pg/ml siendo la disminucién mas evidente a los 75 pg/ml. Estos resultados hablan de la
diferencia en fitotoxicidad para cada formulacion en el modelo Allium cepa.

Los valores de ECso para CPHE-AgNPs y CBE-AgNPs fueron 1.369 ug/mL y 3.17
pg/mL, respectivamente. Esos resultados se encuentran muy por debajo de los intervalos
propuestos para AgNPs 1: 15-25 mg/mL y AgNPs 4: 25-50 pg/mL. Ademas, es importante
considerar que los valores para CPHE-AgNPs y CBE-AgNPs se refieren a la formulacion
completa, mientras que los valores para AgNP1 y AgNP4 corresponden solo a la plata
metdlica contenida en cada formulacién. Si se considera el valor de la formulacion
completa para AgQNP1 y AgNP4 los intervalos son todavia mayores: 273.15-455.26 ug/mL
y464.49-928.99ug/mL, respectivamente. Estos resultados nos indican la influencia del
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recubrimiento en la inhibicion del crecimiento de las raices, por lo que se puede concluir
que las AgNPs recubiertas con PVP requieren una mayor concentracion para inhibir el
crecimiento de las raices a la mitad y por tanto, son entre 10.95 a 18.26 y 18.26 a 36.52
comparando con CPHE-AgNPs y; entre 4.73a 7.88 y 7.88 a 15.77 comparando con CBE-
AgNPs veces menos fitotdxicas para Allium cepa respectivamente.

Por otro lado, Pesnya en el 2013 realizé un ensayo de genotoxicidad en Allium
cepa de AgNPs (10-30 nm) recubiertas con quitosano (2-3 nm) utilizando
concentraciones de 1, 2.5, 5 y 50 ug/mL. En este trabajo se encontré que todas las
concentraciones estudiadas de esta formulacion de AgNPs producia un |.M. mayor al del
control, resaltando que en la concentracion de 50 pyg/mL hubo un aumento de casi el
doble. Los resultados reportados por Pesnya difieren completamente con los resultados
obtenidos en el presente estudio, lo cual puede deberse al tipo de recubrimiento, teniendo
asi que las AgNPs recubiertas de quitosano promueven la proliferacidén celular, mientras
que el PVP inhibe la proliferacién celular dependiendo del tamano del polimero usado
como recubrimiento.

En cuanto a aberraciones cromosoémicas, Pensya (2013) estudié la presencia de
micronucleos, defectos cromosdmicos y puentes nucleo plasmaticos. En general, solo
encontré cambios significados con respecto al control en la concentracion de 50 pg/m en
todos los tipos de dafio. Por el contrario, en este trabajo las AgQNPs recubiertas con PVP
presentan un porcentaje de dafio mayor que el C- desde la concentracién mas baja, con
la excepcion de la concentracion de 75 pyg/mL en ambas formulaciones, ya que
obtuvieron un porcentaje igual o menor de aberraciones cromosémicas que el C-.

Adicionalmente, creemos pertinente considerar las zonas en donde se realiza el
conteo de células, ya que de acuerdo con Ma y colaboradores (1995), las células con
dafo genético se encontraron en la zona F1, zona en donde se encuentran las células
hijas después de dos ciclos de replicacion (a 3 mm de la punta). Frecuentemente en los
trabajos con Allium test solo consideran los primeros 2 mm, en donde se encuentran las
células meristematicas en plena replicacion celular, por lo cual los conteos de indice
mitético o dano pueden llegar a variar entre autores.

En cuanto a la evaluacién estadistica de los parametros microscépicos evaluados,

podemos inferir varias propiedades de las nanoparticulas. En el caso de AgNP 1
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podemos considerar que el PVP K15 puede influir en la duplicacion celular afectando el
indice mitotico, ya que fue el unico control con el que todas las concentraciones de
nanoparticulas no mostraron diferencias significativas. En cuanto al control con agua es
posible mencionar que concentraciones menores de 25 ug/mL de la nanoparticula no
tienen diferencias estadisticamente significativas, concluyendo que en concentraciones
bajas la AgNP1 no alteran el indice mitotico.

Asimismo, para AgNP 1 se observd que no existian diferencias significativas de
las concentraciones con respecto a los controles en el porcentaje de daino, por lo que se
infiere que AgNP1 no presenta un dafio genético significativo.

La similitud en la respuesta observada para todas las concentraciones de AgNP1
con el control de PVP K-15 y la baja cantidad de dafio (en especial con el control con
agua) se puede sugerir que en AgNP1, el PVP K-15 cumple una funcién de reduccion de
dafio genotoxico.

Por otro lado, en el caso de AgNP 4, el control con el que todas las
concentraciones de esta formulacidén no presentaron diferencias significativas en el indice
mitético fue la colchicina a 0.00125 mM (72 h, C++); de igual forma, en el porcentaje de
dano no tuvo diferencias significativas.

Respecto a los controles con agua y colchicina a 0.125 mM (4+68 h, C+),
comienzan a existir diferencias significativas en concentraciones de AgNPs de 50 ug/mL
en adelante, es decir, en altas concentraciones de AgNP 4 el indice mitético se reduce
notablemente. Sin embargo, como no hay diferencias significativas en el porcentaje de
dafno genético generado, podemos estimar que solo se ven reducidos los ciclos de
division hasta que la cebolla encuentre condiciones mas favorables para desarrollarse,
lo cual coincide con lo observado en el crecimiento de las raices, ya que se aprecia que
hubo una gran proliferacién, pero no crecimiento.

Una caracteristica que comparten ambas formulaciones de nanoparticulas esta
relacionada con el porcentaje de dano, puesto que unicamente a concentraciones de 75
y 50 uyg/mL, las nanoparticulas presentan diferencias estadisticamente significativas
respecto al control de colchicina a 0.125 mM (4+68 h, C++), por lo que podemos asumir
que el indice mitdtico es afectado para estas concentraciones, el dafio generado es

significativamente menor que el dafio provocado por el control de colchicina. En este
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punto hay que tomar en cuenta que un gran dafio citotoxico puede enmascarar el dafio
genotoxico.

Posteriormente, comparando las dos formulaciones de AgNPs a sus distintas
concentraciones, concluimos que sus efectos a concentraciones iguales no son
estadisticamente diferentes. Empero, al comparar concentraciones altas con bajas entre
ellas, se determina que la concentracién a la que hay mayor diferencia significativa es
entre 10 pg/mL para AgNP 1y 15 ug/mL para AgNP 4. En contraste, para el porcentaje
de defectos no habia diferencias significativas entre ambas formulaciones, estimando de
esta manera que el dafo generado es igual para las dos nanoparticulas.

En cuanto parametros macroscopicos como el crecimiento, podemos determinar
que la AgNP1 promueve mas el crecimiento de las raices que la AgNP4; ya que a una
concentracion de 5 ug/mL las raices expuestas a AQNP1 crecen un 96.48% del total de
crecimiento respecto al control con agua, en contraste con la AQNP4 que a 10 pg/mL es
su maximo crecimiento a 96.20% del total del control con agua.

Como se sabe, las radiografias son pruebas médicas para la observacién de
materia densa, como son los huesos y los metales. Al realizar una radiografia a un
algodon embebido en la AgNP 1, se puede comprobar la existencia de plata metalica en
las formulaciones de nanoparticulas dado el brillo que esta presentd. Por ende, al realizar
una radiografia a las cebollas, se confirmd que justo en donde las cebollas presentaban
coloracién existia un brillo similar, confirmando la presencia de nanoparticulas en dichas
zonas de la muestra.

Finalmente, se puede decir que la microscopia de fluorescencia con naranja de
acridina es mas util para diferenciar aberraciones cromosodmicas (principalmente
micronucleos) ya que, a diferencia de la tincidon verde rapido-orceina acética, no hay
confusién entre micronucleos con particulas del tinte que no se alcanzaron a lavar, lo
cual también es recomendado por Dias (2005), Kwasniewska & Bara (2022) y Miller
(1992). Sin embargo, a la hora de conteo de células, creemos que es mas conveniente
utilizar la tincién de orceina acético u orceina acético-verde rapido, debido a que es mas

facil diferenciar entre células y provoca menor fatiga ocular.
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Conclusiones
Trabajo actual

Se concluye que la Allium cepa expuesta a colchicina va a ver disminuido su indice
mitético y aumentara la cantidad de dafos cromosdmicos conforme se aumente la
concentracion, sin embargo, el tiempo de exposicion no es un factor determinante.
Asimismo, si se desea utilizar a la colchicina como un control positivo para la evaluacion
en cebollas la exposicion a 0.125 mM por 4 h mas 68 h de recuperacién, o una
concentracion de 0.00125 mM a 72 h continuas son ideales por mantener un buen indice
mitético y ademas presentar una cantidad adecuada de dafio que sirva como referencia
de genotoxicidad. Adicionalmente es de destacar que para la colchicina el ECso con una

exposicidon continta se encuentra en 0.125 mM con 50.33% de inhibicion.

Por su parte la AgNP formulacion 1 tiene un comportamiento de indice mitético y
porcentaje de dafo similar al control PVP K-15, por lo que podemos estimar que el
recubrimiento de la nanoparticula no produce dafios citogenotoxicos. Su valor de ECso

se encuentra entre 15y 25 ug/mL.

Asimismo, la formulacion 4 de AgNPs mostr6 un comportamiento
estadisticamente similar a la colchicina a 0.00125 mM (72 h), por lo que de forma
aparente presentan similitudes en cuanto a los efectos que provocan. Adicionalmente se
considera que aun en concentraciones altas no se provoca un dafo genotdxico, sino solo
se observa la reduccion de la divisidon celular. El valor de ECso se encuentra entre 25 y
50 pg/mL.

Se concluye que el uso de ambas formulaciones de nanoparticulas de plata no
genera dafios genotdxicos en Allium cepa a concentraciones menores a 100 ug/mL.
Ademas, las AgNPs evaluadas en este trabajo son agentes clastogénicos debido al
tamafo de sus micronucleos y la mayor frecuencia de puentes, los cuales son

indicadores de rupturas de cromosomas.
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Entre ambas formulaciones, estadisticamente representan el mismo riesgo de
generacion de dafios; pero en el indice mitético la AgQNP 1 es mas favorecedora. Sin
embargo, considerando factores macroscépicos se concluye que AgNP 4 es menos
dafiina dado que presenta en general, un mayor crecimiento de raices, tanto en numero
como en longitud, ademas posee un intervalo de ECso mayor, al igual que un IMC
promedio mayor y un promedio de porcentaje de dafio menor, lo cual es directamente
atribuido a su recubrimiento (PVP-K30).

Finalmente, se comprobé mediante una placa de Rayos X la presencia de
aglomerados de AgNPs en las raices que presentaban una coloracion cafe,
correspondientes a las concentraciones de: 100, 75, 50 y 25 pg/mL para el caso de
AgNPs 1y; 100, 75 y 50 ug/mL para el caso de AgNPs 4.
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Trabajo futuro

En cuanto a la determinacion del ECso del farmaco colchicina, se recomienda utilizar un
intervalo de concentraciones mas amplio hacia mayores concentraciones en muestras

con recuperaciones (4 + 68 h) para obtener un valor mas certero.

Se recomienda realizar un estudio mas sistematico relacionado con la
determinacién del tamarfio de los micronucleos generados por los agentes a evaluar para
determinar si un agente es clastogénico o aneugénico. A su vez, se recomienda que se
lleve a cabo un ensayo donde se corrobore la presencia de cinetocoros en los
micronucleos mediante la tecnica de hibridacion fluorescente in situ (FISH) con sondas

de ADN que se unen a secuencias de ADN centromeéricas Stopper & Muller (1997).

Se considera determinar de manera mas precisa el ECso para las nanoparticulas,
por ello seria importante la evaluacion de concentraciones entre 15 y 25 pg/mL para la
formulacion 1 (incluso menores a los 10 yg/mL) y para la formulaciéon 4 entre 25 y 50

pug/mL.

Si bien se encontré que la formulacion 1 de AgNP posee un comportamiento
similar de indice mitético y porcentaje de dafio con respecto a la colchicina a 0.00125
mM (72 h), es recomendable realizar una evaluacién mas profunda respecto a danos
genotodxicos diferentes a los micronucleos, para poder determinar si su mecanismo de

accion es similar.

En cuanto a la evaluacion de las nanoparticulas, se infiere que el recubrimiento de
PVP (asi como su grado especifico de polimerizacion) ayuda a reducir el porcentaje de
dafio, por lo que seria conveniente realizar un ensayo con una nanoparticula de plata con
propiedades iguales a las formulaciones pero sin recubrimiento, asi como con grados de
polimerizacién mayor del PVP, ya que se vio que el K-30 es mas favorecedora y seria de
utilidad determinar si entre mayor el valor de K hay una menor genotoxicidad de las

nanoparticulas.
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Finalmente, como se ha mencionado por autores como Bonciu (2018) la
evaluacion de dafo genotoxico en plantas superiores puede ser un precedente para la
realizacion de estudios en animales, por lo que se sugiere comparar los efectos de estas
formulaciones de nanoparticulas con los efectos en otras células animales para
determinar el grado de extrapolacion que pueden tener los estudios realizados en
plantas. En especifico se sugiere seguir con protocolos de la OCDE como el Test No.
474: Mammalian Erythrocyte Micronucleus Test (OECD, 2016b), para la evaluacién de
micronucleos en eritrocitos de mamiferos, ya que de esta forma se podria tener una mejor

estandarizacién de la evaluacion de este tipo de nanomateriales.
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Anexos

Anexo 1. Comparaciéon entre controles y diferentes concentraciones de AgNPs

formulacién 1 por medio de la prueba de Tukey.

Tabla A1. Comparacion por Test de Tukey de los parametros medidos respecto a las distintas
concentraciones de la AgNP1.

AgNp 1 [pg/mL]
100 75 50 25 15 10 5

C+ .000* |.000* .000* .000* .838 1.000 .802

C++ .050* | .166 123 .090 1.000 972 1.000
indice C- .000* | .000* .000* .000* 934 1.000 912
Mitotico

PVP .065 .204 154 114 1.000 952 1.000

K-15

AgNOs | .005* |.023* .016* 0.11 1.000 1.000 1.000

C+ 1.000 | .994 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

C++ 1.000 | .978 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
Micro C- 1.000 | 1.000 943 .789 1999 1.000 1.000
nucleos

PVP 1.000 | 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

K-15

AgNOs | 1.000 | 1.000 1.000 994 1.000 1.000 1.000

*Considerando p<0.05

Continua en la siguiente pagina.
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Continuacion de tabla A1.

AgNp 1 [pg/mL]

100 |75 50 25 15 10 5
C+ 607 | .006* |.027* |.147 |554 |.758 | .355
Ct+ 1.000 | .988 |1.000 |1.000 |1.000 |1.000 |1.000
gg“ce C- 996 |1.000 |1.000 |1.000 |.998 |.980 |1.000
Dano
PVP  |1.000 | 1.000 |1.000 |1.000 |1.000 |1.000 |1.000
K15
AgNOs |1.000 | 954 |.999 |1.000 [1.000 |1.000 |1.000

*Considerando p<0.05
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Anexo 2. Comparacién entre controles y diferentes concentraciones de AgNPs

formulacién 4 por medio de la prueba de Tukey.

Tabla A2. Comparacion por Test de Tukey de los parametros medidos respecto a las distintas
concentraciones de la AgNP4.

AgNp 4 [ug/mL]
100 75 50 25 15 10 5

C+ .001* | .000* .005* .106 912 652 178

C++ 489 |.083 .821 1.000 1.000 1.000 1.000
indice C- .002* | .000* .010* 178 972 .802 .283
Mitotico

PVP .016* | .001* .060 .559 1.000 993 .720

K-30

AgNOs |.106 |.010* .301 952 1.000 1.000 .988

C+ 1.000 | 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

C++ 1.000 | 1.000 1.000 1.000 .999 1.000 .999
Micro C- 1.000 | .880 978 1.000 1.000 978 1.00
nucleos

PVP 1.000 | 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

K-30

AgNOs [ 1.000 |.999 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

*Considerando p<0.05

Continua en la siguiente pagina.
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Continuacion de tabla A2.

AgNp 4 [ug/mL]

100 |75 50 25 15 10 5
C+ 235 | .004* |.033* |.271 |73 |24 |.073
Ct+ 1.000 | 969 |1.000 |1.000 |1.000 |1.000 |1.000
:j”edice C- 1.000 [ 1.000 |1.000 |1.000 |1.000 |1.000 |1.000
Dano
PVP  |1.000 | 758 |.993 |1.000 |1.000 |1.000 |1.000
K-30
AgNOs |1.000 | 909 |1.000 |1.000 [1.000 |1.000 |1.000

*Considerando p<0.05
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Anexo 3. Comparacion del indice mitotico entre diferentes concentraciones de AgNPs

formulaciones 1y 4 por medio de la prueba de Tukey.

Tabla A3. Comparacién del indice mitético entre ambas formulaciones de AgNPs.

AgNP 1 [ug/mL]

100 75 50 25 15 10 5
100 1.000 |1.000 |[1.000 ([1.000 |.250 .012* |.283
75 1.000 (1.000 |1.000 |1.000 |.030* |.001* |.035"
50 977 1.000 [.999 .996 559 .046* | .606
AgNP 4 25 379 .720 .629 .535 997 489 .998
15 .011* 1.042* |.030* |.021* 1.000 |1.000 |1.000
10 .039* |.133 .098 .071 1.000 |.985 1.000
5 .250 .559 466 379 1.000 |.652 1.000

*Considerando p<0.05
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Anexo 4. Comparacion del indice de dafio entre diferentes concentraciones de AgNPs

formulaciones 1y 4 por medio de la prueba de Tukey.

Tabla A4. Comparacién del indice de dano entre ambas formulaciones de AgNPs.

AgNP 1 [ug/mL]

100 75 50 25 15 10 5

100 [1.000 |.993 1.000 |1.000 |1.000 (1.000 |1.000

75 .758 1.000 ([1.000 |.996 .803 .607 .934

50 .993 1.000 |1.000 [1.000 |.996 .969 1.000
AgNP4 25 1.000 |[.988 1.000 (1.000 |1.000 |1.000 |1.000

15 1.000 |.998 1.000 |1.000 |1.000 (1.000 |1.000

10 1.000 |1.000 |[1.000 ([1.000 |1.000 |1.000 [1.000

5 1.000 |1.000 |[1.000 ([1.000 |1.000 |.996 1.000

*Considerando p<0.05
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