MCTA

MUTAGENESIS,
CARCINOGENESIS
Y TERATOGENESIS
AMBIENTAL

MUTAGENESIS,
CARCINOGENESIS
AND ENVIRONMENTAL
TERATOGENESIS




Journal of Basic
& Applied Genetics

Vol XXXlll Issue 2 (suppl.): 173-176; December 2022

Journal of the
Argentine Society
of Genetics

TR

7/

MCTA1

EL ANTIBIOTICO ESTREPTOZOTOCINA
INDUCE FRAGILIDAD TELOMERICA EN
CELULAS HUMANAS LINFOBLASTOIDEAS

Cardozo A.G!, CM. Plez Ragusa'?, D.C. Castrogiovanni', AD.
Bolzan'2 lInstituto Multidisciplinario de Biologia Celular
(IMBICE), La Plata, Buenos Aires, Argentina; 2Facultad

de Ciencias Naturales y Museo, Universidad Nacional

de La Platao, La Plata, Buenos Aires, Argentina. E-mail:
andreagabrielacardozo@gmail.com

Los telomeros son complejos nucleoproteicos
localizados en los extremos de los cromosomas
eucaridticos, que estan involucrados en la
preservacion de la integridad de los mismos. La
estreptozotocina (EZ) es un antibiético antitumoral
con propiedades diabetogénicas cuyos efectos
sobre los teldmeros humanos son desconocidos. El
objetivo de este trabajo fue determinar si la EZ induce
inestabilidad telomérica in vitro en células humanas.
Se utiliz6 una linea celular linfoblastoidea generada a
partir de un cultivo primario de linfocitos de sangre
periférica inmortalizados con el virus de Epstein-
Barr. Las células fueron tratadas durante 1 h a 37° C
con concentraciones crecientes de EZ (0,5 a 4,0 mM)
y se analizaron las aberraciones cromosdmicas a las
24 h (primera mitosis) postratamiento, utilizando
la técnica de Hibridacion In Situ Fluorescente con
sondas pantelomérica y pancentromérica de tipo
PNA (“Peptide Nucleic Acid”). Esto dltimo permiti6
detectar simultdneamente a todos los teldmeros
y centromeros presentes en los cromosomas de
cada metafase a analizar. Se observ6 una induccién
significativa (p<0,05) de duplicaciones de sefiales
teloméricas en las células tratadas con EZ en
comparacionconlascélulasno expuestasal antibiético
(control negativo y control con el solvente de la EZ,
citrato de sodio). Nuestros resultados preliminares
(obtenidos del analisis de un primer experimento)
indican que en células humanas linfoblastoideas la
EZ induce fragilidad telomérica, evidenciada por la
presencia de sefiales teloméricas duplicadas.
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GENOTOXICIDAD DE TEBUCONAZOL
ANALIZADA EN LA LINEA CELULAR HEp-2
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Los efectos toxicoldgicos de agroquimicos sobre la
poblacion humana estan vinculados al consumo de
residuos en alimentos y a las fuentes de exposicién
al momento de aplicacién. El tebuconazol (TB) es
uno de los fungicidas del que escasean datos sobre
su potencial genotdxico. Con el objetivo de evaluar el
potencial genotdxico in vitro se utilizo la linea celular
HEp-2 para implementar la prueba de microntcleos
(MN) con sonda centromérica diferenciando
clastogénesis de aneugénesis (MNC- y MNC+). Las
células se expusieron a concentraciones subletales
de 20, 30, 40 y 50 pug/mL de TB. Para evaluar dafio
al ADN (ID) se realizo el ensayo cometa a 40, 60 y
80 pg/mL. El indice de division nuclear y el indice de
replicaciéon no arrojaron diferencias significativas
entre células tratadas y no tratadas indicando que no
afect6 la division celular. La frecuencia de MN mostré
diferencias significativas entre las concentraciones
de TB y el control negativo con p=0,00112, 0,001,
0,001 y 0,0045, respectivamente, siendo la relacion
MNC-/MN totales = 0,72, indicando clastogenicidad.
Los valores ID muestran induccién de dafio con
efectos diferenciales en la reparacion dependientes
de la concentracién. La genotoxicidad inducida
en concentraciones subletales y subcitotdxicas
implica un riesgo de mutagenicidad, ya que a esas
concentraciones no se detiene la proliferacién celular,
favoreciendo un linaje portador de mutaciones
viables. El presente estudio realizado sobre un modelo
in vitro es una aproximacion a la evaluacion del riesgo
de mutagenicidad causada por bajas concentraciones
de un agente genotdxico que podria alcanzar a la
poblacién humana.
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EFECTOS DE LA SUPLEMENTACION CON
MICRONUTRIENTES MINERALES SOBRE
LA VIABILIDAD CELULAR EN CULTIVOS DE
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Las vitaminas y minerales son aditivos alimentarios
muy utilizados en produccién animal. Se emplean
cuando los animales presentan deficiencia debido a
una disminucién en el consumo o por alteraciones
metabdlicas. Existen enfoques nutricionales
dirigidos a optimizar la salud del ganado y los rasgos
productivos después del destete, un ejemplo es la
suplementacién con minerales dado su papel en la
salud y el crecimiento. El objetivo del trabajo fue
valorar los posibles efectos sobre la viabilidad celular
provocados por la suplementaciéon con combinaciones
de minerales (CM) conteniendo edetato de cobre (1%)
y de zinc (6%), ioduro de potasio (1%) y selenito de
sodio (0,5%) en concentraciones coincidentes con
las comerciales. El ensayo se llev) a cabo en sangre
periférica bovina cultivada in vitro. Los cultivos se
realizaron por 48 h a 37° C con medio HamF12, suero
bovino fetal y antibidticos. Durante las Giltimas 24 h se
efectuaron los tratamientos (concentracion de cada
mineral en pg/ml): 1. Control negativo, 2. CM 1 (0,1
Cu; 0,6 Zn; 0,11; 0,05 Se); 3.CM 2 (0,2 Cu; 1,2 Zn; 0,2 I;
0,1Se); 4.CM 3 (0,4 Cu; 2,4 Zn; 0,41, 0,2 Se); 5. Control
positivo: etanol 10%. Se realizd el ensayo MTT. Los
resultados evidenciaron que la suplementacion
con diferentes combinaciones de micronutrientes
minerales result6 inocua para los cultivos. La mayor
viabilidad celular se observo en la CM 1. Dado que una
menor concentracién a la utilizada habitualmente
para suplementar a los animales in vivo presenta una
mayor viabilidad celular, se propone investigar sus
efectos sobre el estrés oxidativo y el dafio genético.
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ALTERACIONES NUCLEARES EN
PICHONES DE CODORNIZ COMUN
(coturnix coturnix L.) EXPUESTOS A
UNA FORMULACION DE CLOROPIRIFOS
DURANTE INCUBACION ARTIFICIAL
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En la actualidad es conocido el riesgo que representan
los insecticidas organosfosforados para las aves
silvestres que habitan sitios agricolas. La codorniz
comun, Coturnix coturnix L., es unmodelo experimental
apropiado para evidenciar efectos que manifestarian
las aves expuestas en ambientes naturales. El
presente estudio tiene por objeto detectar variaciones
en la frecuencia de microntcleos (MN) y otras
alteraciones nucleares (AN) en eritrocitos de pichones
de C. coturnix expuestos a una formulacion comercial
de clorpirifos CPF (Icona®) durante el desarrollo
embrionario. Un total de 109 huevos se incubaron
durante 18 dias. Se aplicaron tratamientos en base a
las concentraciones: 38,4 pg CPF/huevo (h), 192 pg
CPF/h, 384 ng CPE/h, agua destilada, Mitomicina C
0,1 mg/h; en tres momentos: los dias 1, 4 y 14 de la
incubacién, mediante una aplicacion Gnica que simula
lapulverizaciéon acampo. Delos pichones eclosionados
(n=59 individuos) se obtuvieron frotis de sangre,
se colorearon con Giemsa y se analizaron 10.000
eritrocitos por individuo. Fueron cuantificados: MN,
brotes nucleares, eritrocitos binucleadas, puentes
nucleoplasmicos, colas y hendiduras nucleares,
nicleos periféricos y eritroplastidos. Existieron
diferencias en las frecuencias de MN y de hendiduras
por exposicién a CPF (p<0,05), uno de los insecticidas
mas utilizados en frutales de Mendoza. El efecto fue
concentracion-dependiente. La formulacion de CPF
aplicado una sola vez induce efectos genotéxicos en
embriones de codorniz. Esto demuestra el potencial
téxico que podrian representar las aplicaciones
rutinarias sobre la avifauna de los ecosistemas
agricolas.
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TOXICIDAD DE IMIDACLOPRID
(CONFIDOR®) SOBRE HUEVOS
DE Chrysoperla externa Hagen
(NEUROPTERA: CHRYSOPIDAE)
UTILIZANDO ENSAYO COMETA
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Chrysoperla externa es una especie relevante como
controlador bioldgico de plagas agricolas. Se realiz
el ensayo cometa para analizar el dafio genético del
insecticida imidacloprid. Dado que no existe protocolo
estandarizado se ajusto la técnica para huevos de C.
externa. El material biolégico provino de colonias
establecidas en el laboratorio de Ecotoxicologia v
Control Bioldgico del CEPAVE. Huevos de <24 h de
edad se trataron con imidacloprid (Confidor 20®,
Bayer) a través del método de inmersion con la
dosis de campo recomendada (50 hl/cc) y diferentes
tiempos de exposicion (5, 10 y 15 s), utilizando agua
destilada como disolvente. Los controles fueron
tratados solo con solvente. Se realizd el ensayo
cometa con algunas modificaciones respecto de la
técnica original. La solucién de lisis se prepar6 con
solucion salina y 0,5% de triton. Se utilizé durante
una hora. La corrida electroforética se realizé por 10
min con 25 voltios a 250 mA. Para la visualizacion los
preparados se tifieron con 20ul de colorante SYBR
Green y se analizé con microscopio de fluorescencia
Olympus BX40 (filtros de excitacion de 515-560 nm)
con objetivo 40x. Los controles mostraron células
en grado 0 y 1 que reflejan la ausencia de daiio en el
ADN. Los huevos tratados presentaron células en
grado 3 y 4 permitiendo inferir la induccién de dafio
en el material genético. Se necesitara aumentar el
numero de experiencias para encontrar resultados
estadisticamente fidedignos y futuros estudios para
relacionar el dafio genético con aspectos bioldgicos.
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EVALUACION GENOTOXICA Y
CITOTOXICA DE Sorocea bonplandii
(Baill.) Burg., Lanj. & W. Béer EN
CELULAS MERISTEMATICAS DE Allium
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Sorocea bonplandii Burg., Lanj. & W. Boer (Moraceae)
o “Nandipa”, es una especie arborea nativa de la
provincia de Misiones y uno de los adulterantes
frecuentes de Monteverdia ilicifolia (Reissek ex
Mart.) Biral (Celastraceae) o “Congorosa”, debido
principalmente a su similitud morfo-anatémica. Se
la utiliza como antiulceroso y adelgazante, aunque
existen escasos antecedentes de su toxicidad. Por
ello se propuso como objetivo evaluar la actividad
citotéxica y genotoxica de extractos acuosos de hojas
de S. bonplandii, empleando el test de Allium cepa L.
Se utilizaron bulbos previamente detoxificados con
agua destilada oxigenada por burbujeo continuo.
Luego se expusieron a las diferentes concentraciones
de los extractos que fueron preparadas cada 24 h a
partir de una solucién madre de 20 g de droga vegetal
por litro de agua. Se probaron concentraciones de
300, 150, 50 y 20 ml de solucién madre por litro de
agua (V/V), se empled como control negativo agua
destilada y como control positivo Paracetamol 125
mg/L por un periodo de 72 h. Se obtuvo un IC50=44,62
ml/L. Las concentraciones testeadas mostraron
reduccion del indice mitdtico, ademas de frecuencias
significativas elevadas (p<0,05) de microndcleos y
anomalias nucleares respecto al control negativo
para las concentraciones de 150 y 300 ml/L. No se
detectaron diferencias en relacion a las alteraciones
cromosOmicas. Los extractos testeados de .
bonplandii causan efecto citotdxico y dafio genotdxico
en A. cepa. Por lo que se propone continuar el estudio
mediante un modelo animal, ademas de una det
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