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Resumen

Allium cepa L. constituye un modelo biolégico ttil para medir la citotoxicidad y genotoxicidad
de diversas sustancias, motivo por el cual se determiné a través del Allium-test el efecto de
diferentes concentraciones de nanoparticulas de oro sobre el tejido meristematico radicular de A.
cepa, obteniéndose los indices mitoticos, de fases y de anomalias. Se utiliz6 la técnica de ablacién
laser pulsada en medio liquido para la obtencién de las nanoparticulas y su posterior caracterizacién
involucr6 el uso de microscopio electronico para la determinacion de la dimension y forma de las
mismas. La preparacién de las ldminas con poblacién celular meristematica radicular involucrd
la técnica de Tjio y Levan para su coloracién y su lectura se realizé utilizando un microscopio
optico. Se emplearon tres concentraciones de nanoparticulas de oro (0,225 ppm, 0,450 ppm, 0,900
ppm) ademds de un testigo (0 ppm). El tratamiento con la concentracion mas alta (T4: 0,900 ppm)
a una hora de recuperacién alcanzé un indice mitético de 7,23 % y de 8,5 % con cuatro horas de
recuperacion, frente al tratamiento testigo con 13,5 % y 13,95 % respectivamente. El indice de
anomalias con el T4 alcanz6 3,6 % y 3,75 % a unay cuatro horas de recuperacién respectivamente. Se
concluy6 que a mayor concentracion de nanoparticulas, el indice mitético disminuye y el indice de
anomalias aumenta. Asi mismo, a mayor namero de horas de recuperacién, el indice de anomalias
se incrementa mientras que el indice mitdtico tiende a restablecerse.

Palabras clave: Allium cepa L., citotoxicidad, genotoxicidad, nanoparticulas de oro, ablacién laser.

Abstract

Allium cepa L. is a biological model used to measure cytotoxicity and genotoxicity of a
handful of substances, which is why, by the Allium-test, the effect of different concentrations of
gold nanoparticles was determined on the radicular meristematic tissue of A. cepa, obtaining the
mitotic, phase and abnormality indexes. The pulsed laser ablation technique on liquid medium
was used to obtain the nanoparticles and the following characterization involved the use of an
electronic microscope to determine the shape and dimension of these particles. The preparation
of the layers with radicular meristematic cell population involved the Tjio and Levan technique
for their coloration and their reading was executed with the help of an optical microscope. Three
concentrations of gold nanoparticles were used (0.225 ppm, 0.450 ppm, 0.900 ppm) besides from a
control treatment (0 ppm). The treatment with the highest concentration (T4: 0.900 ppm) at an hour
of recovery reached a mitotic index of 7.23 % and 8.5 % at four hours of recovery, in contrast with
the control treatment with 13.5 % and 13.95 % respectively. The abnormality index with T4 reached
3.6 % and 3.75 % at one and four hours of recovery. It was concluded that at higher concentration
of gold nanoparticles, the mitotic index diminishes and the abnormality index increases. Likewise,
with greater number of recovery hours, the abnormality index increases while the mitotic index
tends to restore.

Keywords: Allium cepa L., cytotoxicity, genotoxicity, gold nanoparticles, laser ablation.
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Introduccion “cebolla” se produce una estimulaciéon
del crecimiento del tejido meristematico
radicular, lo cual permite la elongacion de
las raices del bulbo. Sin embargo, cuando se
expone al bulbo en presencia de sustancias
organicas o inorganicas toxicas la division

Uno de los sistemas biolégicos donde
se puede determinar con alta precision el
efecto citotoxico y genotéxico de sustancias
lo constituye el Allium-test. Se conoce
que al exponer a hidratacién un bulbo de
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celular de los meristemos radiculares
puede inhibirse, ya sea retardando el
proceso de mitosis o destruyendo las
células (Correa et al., 2016). Este tipo
de alteraciones generalmente impide el
crecimiento normal de la raiz, alterando el
desarrollo normal del tejido meristematico
radicular que se puede comprobar con el
diagnostico microscépico, para establecer
el indice mitético y las aberraciones
cromosomicas que se puedan presentar
(Kumari et al., 2009).

Allium
presenta

La  especie
(Amaryllidaceae)

cepa L.

pocos
cromosomas (2n=16), lo que facilita la
evaluacion de los dafios y/o alteraciones
cromosémicas en el ciclo de la divisién
celular, incluyendo los riesgos eventuales
aneuploidias. Todo ello, hace que A. cepa
sea un estandar en ensayos de citogenética
(Correa et al., 2016).

Cuando las células del tejido
meristemédtico de A. cepa se encuentran
en equilibrio proliferativo, la duracién de
cada uno de los periodos del ciclo celular
permanece constante; de esta forma, el
numero de células que estdn en una fase
determinada es también constante y
proporcional a la duracion en tiempo de
la misma; pero, cuando se lleva a cabo en
presencia de sustancias de desconocido
efecto, la division celular de los meristemos
radiculares puede inhibirse o acelerarse,
ya sea retardando el proceso de mitosis o
destruyendo las células (Correa et al., 2016;

Kumari et al., 2009).

Las nanoparticulas se caracterizan por
tener un tamafio muy pequefio, en el orden
de 1 a 300 nm. Son utilizadas en diversos
industria, medicina,
cosméticos, y otros productos comerciales,
siendo

ambitos como la

liberadas potencialmente en

diversas concentraciones al medio

ambiente (Weiss & Diabaté, 2011) teniendo
efectos y propiedades diferentes a la
de los materiales en tamafios normales
(IRSLL, 2001) pudiendo convertirse en un
problema ecotoxicolégico en los siguientes
afios (Weiss & Diabaté, 2011) y que pueden
ocasionar riesgos para la salud del hombre
y de otras especies (IRSLL, 2001).

Las nanoparticulas de metales nobles
y, mas especificamente, las nanoparticulas
(NPsAu),
propiedades fisicas, quimicas y biolégicas,
intrinsecas a su tamafio nanométrico.
Ademas, las NPsAu
producidas en distintos tamafios y formas
y pueden ser facilmente funcionalizadas
con un amplio abanico de ligandos
(anticuerpos,  polimeros,
diagnéstico, farmacos, material genético,
entre otros). Todo esto hace que las NPsAu
despierten un gran interés en multitud de
campos, pero especialmente en los sectores
biomédico y alimentario. Hoy en dia, las
NPsAu destacan especialmente por sus
propiedades fototerapéuticas (Auffan et
al., 2009).

de oro exhiben excelentes

pueden  ser

sondas de

La absorcién, transporte y toxicidad son
parametros en los cuales se han realizado
estudios en humanos, animales y plantas ya
que la acumulacién, persistencia e impacto
de las nanoparticulas metdlicas siguen
siendo dadas en fracciones insignificantes
(Krug & Wick, 2011), pero, por sus
caracteristicas fisicas y quimicas pueden
poseer efectos de toxicidad (Dietz & Herth,
2011). Debido a su principal caracteristica
que es tamafio manométrico se produce
mas aumento de unidad por superficie
y cuanto mas téxico sea la composicion
quimica de las particulas en tamafios
convencionales, mayor seré la toxicidad en
tamafos nanométricos (IRSLL, 2001). Asi,
esel caso de metales como el Au, Cd, Hg, Ni
y Zn, que se unen a componentes celulares
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incluyendo proteinas, otros metales como
Cu y Fe forman reactivos aumentando el
estrés oxidativo (Hall, 2002).

Diversas investigaciones han buscado
determinar el efecto de nanoparticulas
de diferentes metales, utilizando para
ello diferentes modelos biolégicos. Asli &
Neumann (2009) estudiaron suspensiones
coloidales de nanoparticulas de TiO y
bentonita suministrada en raiz de “maiz”
(Zea mayz L.) determinando que la
conductividad hidrdulica es inhibida
en un 10 por ciento. Kumari et al. (2009)
realizaron el estudio con nanoparticulas
de plata utilizando “cebolla” (Allium cepa)
encontrando una disminucién del indice
mitético cerca al 50%. Vannini et al. (2010)
concluyen que las nanoparticulas reducen
la germinacién de semillas de “cebada”
(Hordeum wulgare), y en “lino” (Linum
usitatissmun) reduce en el crecimiento de
los brotes. Corredor et al. (2009) concluyen
que las nanoparticulas magnéticas son
capases de penetrar los tejidos vivos, de
migrar a diferentes regiones de las plantas
y pueden causar toxicidad en ellas.

Es importante entonces, determinar
el efecto de las diferentes nanoparticulas
biolégicos ya que su
reciente y creciente empleo nos hace
propensos al contacto con ellas, ya sea
por bioacumulacién en los vegetales que
consumimos o por contacto directo; por
lo que, en la presente investigacién se
buscé determinar el efecto citotoxico y
genotoxico de diferentes concentraciones
de NPsAu sobre poblaciones celulares de
tejido meristematico radicular de Allium
cepa L. (Amaryllidaceae).

en sistemas

Material y métodos

La obtencién de las nanoparticulas
de oro se realiz6 mediante un proceso de
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sintesis verde conocido como ablacién
laser pulsada en medios liquidos (Agreda
& Aldama, 2016) (Aldama et al., 2018)
donde se irradié con disparos de un laser
pulsado Nd:YAG de longitud de onda
IR de 1064 nm y 37,5 mJ/pulso a una
razén de repeticion de 10 Hz sobre una
placa de oro de 24 kilates y dimensiones
15x15x1 mm® sumergida en 20 ml de
agua ultrapura durante 10 minutos,
obteniéndose nanoparticulas esféricas de
oro con un tamano promedio de 22 nm a
una concentraciéon de 0,907 ng/L obtenida
por espectroscopia de absorcién atémica
(Rivera et al., 2016).

El sistema biolégico consisti6 en
80 bulbos de Allium cepa “cebolla”, en
los cuales se promovié el desarrollo de
raices nuevas, utilizando para ello agua
declorinada y aireaciéon en relacion a
una hora por dia, en un ambiente libre
de iluminacién. La renovacién del agua
contenida en los vasos fue diaria; 72 horas
después se seleccioné aquellos bulbos que
contengan mas de 20 raicillas con longitud
promedio de 2 a 3 cm. a fin de asegurar
la presencia cinética del ciclo celular
(Otiniano, 2014; Aybar, 2015; Mifiano,
2016).

Se realiz6 un disefio experimental
completamente al azar con tres repeticiones
para cada uno de los tratamientos (Oppm,
0,225ppm, 0450ppm, 0,900ppm), la
aplicacién del tratamiento fue de una hora
y la evaluacion del efecto citotéxico fue a
una hora de recuperacion y la evaluacion
del efecto genotdxico a las cuatro horas de
recuperacién. Finalizado cada uno de los
tratamientos con su respectivo tiempo de
recuperacion, las raicillas de los bulbos
de “cebolla” fueron cortadas y fijadas en
soluciéon de Carnoy’s. Luego se aplico
el método de Tjio & Levan (1956) para
determinar el efecto citotéxico en base al
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indice mitético y el efecto genotéxico por
el indice de anomalias.

Los datos obtenidos se los organizé

en tablas, graficos y figuras. Se aplicé
el respectivo andlisis de varianza y
comparacion de medias.

—— 100 mm

FOV 1630 nm

Fig.1.Imagendemicroscopia TEM-STEM-SEM deuncoloide mostrandolasnanoparticulas
de oro obtenidas por ablacién laser pulsada de 1064 nm sobre una muestra de oro en
agua ultrapura. Las manchas oscuras corresponden a las nanoparticulas de oro con un
tamafio promedio de 22 nm de didmetro. Fotografia tomada en la PUCP por la Dra. Betty

Galarreta Asian.

Resultados y discusion

Una vez obtenidas y caracterizados
las nanoparticulas de oro (Fig. 1) y con
la finalidad de determinar el efecto de
diferentes concentraciones de éstas (0 ppm;
0,225 ppm; 0,45 ppm y 0,9 ppm.) sobre el
ciclo celular en meristemos radiculares
de Allium cepa, se enfrenté a las raicillas
de “cebolla” a una hora de exposicién a
las NPsAu y a un tiempo de recuperacion

de una y cuatro horas, obteniéndose
los indices mitoticos, de fases y de
anomalias (Tabla 1 y Tabla 2) localizando
a microscopio células en interfase y en
divisiéon celular (Fig. 2). El analisis de
varianza mostré diferencias significativas
entre los diferentes tratamientos y para
cada uno de las fases de la mitosis.
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Tabla 1. Indice mitético, indice de fases e indice de anomalias del material hereditario
en tejido meristematico radicular de Allium cepa expuestos a diferentes concentraciones
de nanoparticulas de oro con una hora de recuperacion.

n
e
Z\| . . Indice Indice Indice |. Ano- | (%) delas
H | Indice . | Indice Te- li I
= . Profa- Metafa- Anafa- . malias | anomalias
< | Mitético ) ) . lofasico 1
z sico sico sico al con-
E teo de

2000
T1 | 13,5+0,13 | 44,76 £1,11 | 14,98 +0,03 | 10,25+ 0,18 | 30,01 £ 0,01 0 00
T2 | 88+0,46 |5221+1,03| 9,33+0,26 | 11,54+0,36 | 26,92 £ 0,60 53 2,65+ 5.89
3 | 794011 | 58924013 | 913026 |10,04+0,07 | 21,91+ 086 | 067 | 3184330
T4 | 7,2340,06 | 64,34+ 0,85 | 8,67+0,04 | 984019 | 17154015 | 72 36141

Leyenda: T1: Oppm NPsAu. T2: 0,225ppm NPsAu. T3: 0,450ppm NPsAu. T4: 0,900ppm
NPsAu.

Tabla 2. Indice mitético, indice de fases e indice de anomalias en el material hereditario
en tejido meristematico radicular de Allium cepa expuestos a diferentes concentraciones

de nanoparticulas de oro con cuatro horas de recuperacion.

Ano-

n ma-
O
E . ) lasal | (%) de

. . Indice Indice |. -
E | Indice Indice . | Indice Te- | con- las ano
S o . Metafé- Anafé- . malias
< | Mitético | Profésico ) . lofasico teo
= sico sico
é de
= 2000
T1 113,95+0,41 | 452+2,29 | 151+£0,17 | 10,82+ 0,88 | 28,88 + 0,71 0 0£0
T2 | 952+£0,68 [49,79+0,58 | 11,23+0,44 | 11+£0,66 |2798+1,11 58 2,9+3.56
T3 | 891+£0,65 |56,21+1,06 10,01 +0,21 | 10,14+0,01 | 23,64+0,62 | 66,67 | 3,33 +0.94
T4 | 850,06 [5989+039 | 877+0,26 |10,12+0,09 | 21,22 +1,34 75 3,75 +1.63

Leyenda: T1: Oppm NPsAu. T2: 0,225ppm NPsAu. T3: 0,45ppm NPsAu. T4: 0,9ppm
NPsAu.
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Fig. 2. Fases normales del ciclo celular en tejido meristematico radicular de Allium cepa.

Observadas a un aumento de 40 x en el conteo de los tratamientos con nanoparticulas de
oro.

A: célula en interfase. B: célula en profase. C: célula en metafase. D: célula en
anafase. E: célula en telofase.
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Fig. 3. Anomalias del ciclo celular en tejido meristemético radicular de Allium cepa.
Observadas a un aumento de 40 x en el conteo de los tratamientos con nanoparticulas
de oro.

A: puente anafésico. B: célula binucleada. C: telofase amorfa.
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En la Tabla 1 como en la Tabla 2 los
indices mitéticos del tejido meristeméatico
radicular de A. cepa expuesto a diferentes
concentracionesdeNPsAu,conunay cuatro
horas de recuperaciéon respectivamente,
mostraron una disminucién importante.
A una mayor concentracién de NPsAu se
observé menor indice mitético, asi el T4
(0,900ppm) alcanz6 unindice mitéticoauna
y cuatro horas de recuperacion de 7,23% y
8,5% respectivamente, frente al testigo que
alcanz6 13,5% y 13,95%. Esta importante
disminucién obedeceria a que las NPsAu
cuando entran en el sistema biolégico no
se degradan o se descomponen, sino que
permanecen en el sistema induciendo la
formacién de especies reactivas de dxigeno
(ROS) (Khalid, 2015) y otras sustancias que
a dichas concentraciones y tiempos acttian
bajo el correspondiente, complejo ciclina
B - CDK 1(FPM: Factor Promotor de la
Mitosis), el mismo que ser afectado evita el
transito normal de las células del periodo
G2 hacia la mitosis, observandose menor
namero de células en divisiéon (Klug et
al., 2013). Se logré anotar ademéas que los
indices de los tratamientos con NPsAu de
cuatro horas son ligeramente superiores a
los de una hora de recuperacion, lo que nos
indicaria que la recuperaciéon del indice
mitoético del ciclo celular, frente a la accién
del oro, se va restableciendo lentamente
con el tiempo.

En referencia a los indices de fases
frente al testigo, a una y cuatro horas de
recuperacioén (Tabla 1 y Tabla 2), se logré
observar un aumento del indice profésico,
una disminucién del indice metafésico,
pequenas diferencias del indice anafasico
y una disminucién del indice telofasico.
A mayor concentraciéon de NPsAu las
diferencias se hacen mas notorias. Este
comportamiento obedecerfa a que las
NPsAu actian sobre la formacién de los

centros de organizacién de microtabulos
(COMT), los que inducen el ensamblaje
del huso mitético, y que al verse afectado
evita el paso de profase a metafase,
teniendo asi mayor nimero de células
en profase y menor nimero en metafase.
Las diferencias no significativas para
el indice anafédsico indicarian que las
NPsAu no interfieren sobre el accionar
del complejo promotor de anafase (APC),
y la disminucién del indice telofasico solo
seria respuesta al desbalance observado
en profase y metafase. Similares indices se
obtuvieron al evaluar el efecto citotéxico
de otras sustancias sobre el mismo tejido
Otiniano (2014), Andrioli & Mudry (2011)
y Kalcheva et al. (2009).

La presencia de anomalfas observadas
en el conteo celular de tejido meristematico
radicular de Allium cepa obedeceria a los
posibles efectos citotéxicos inducidos por
NPsAu, que por sus propiedades de forma
y tamafo pueden unirse a la molécula de
ADN desdoblando su molécula bicatenaria
a su presentacion simple (Gallego et al.,
2017) (Railsback et al., 2012), aumentando
la citotoxicidad e inestabilidad genémica
(Khalid, 2015) que se puede traducir con
la presencia de puentes anafasicos, células
binucleadas y telofases amorfas (Fig.
3). Los puentes anafésicos se deberian a
la interacciéon entre las NPsAu - DNA,
generando efectos cleistogénicos a nivel
de las regiones teloméricas del DNA
(Araujo, 2012; Diaz, 2011; Fajardo, 2011).
La presencia de
obedecerfa a un proceso irregular de
citocinesis, donde las NPsAu
la fusion de vesiculas del Aparato de
Golgi, obstaculizando la formacién del
fragmoplasto, responsable de la nueva
pared celular durante la telofase (Beltran
& Gonzales 1995) (Prieto et al., 2005) y la
presencia de telofases amorfas se deberia

células binucleadas

inhiben
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al accionar nocivo de las NPsAu en las
diferentes estancias proteicas.

Conclusion

Las nanoparticulas de oro, a las
concentraciones trabajadas, tienen efecto
citotéxico y genotdxico sobre el tejido
meristemo radicular de Allium cepa L.
(Amaryllidaceae) a mayor concentracion
de nanoparticulas el
disminuye y el indice de anomalias
aumenta; asi mismo, a mayor ndmero

indice mitotico

de horas de recuperaciéon el indice de
anomalias se incrementa mientras que el
indice mitético tiende a restablecerse.
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