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PROLOGO

Las ciencias bioldgicas ocupan un lugar esencial en la comprensiéon de los
fenomenos de la vida, desde los procesos moleculares, celulares y genéticos que
sustentan el funcionamiento de los organismos, hasta la dinamica de los ecosistemas
y las relaciones que estos establecen con su ambiente, asi como de las posibilidades
tecnoldgicas que emergen de la investigacion cientifica aplicada. En un mundo marcado
por crisis ambientales, demandas de sostenibilidad, avances biotecnologicos y desafios
relacionados con la salud humana y ecosistémica, resulta cada vez mas necesario
articular conocimiento cientifico, innovacion, responsabilidad social y compromiso con la
preservacion de la vida en sus multiples formas.

Este primer volumen de Estudos em Ciéncias Bioldgicas e suas Tecnologias reiine
un conjunto de trabajos que expresa la diversidad y la relevancia contemporanea de este
campo. Las investigaciones aqui presentadas transitan por temas como biomarcadores
de dafo genético, formacion en contextos biomédicos, productos naturales, compuestos
bioactivos, actividad antioxidante, alternativas ecoldgicas para la higiene doméstica, crisis
hidrica, sostenibilidad, biodiversidad, ecosistemas costeros, manglares, microplasticos y
contaminacion luminica. Se trata, por tanto, de una obra que evidencia la amplitud de las
ciencias biologicas y su capacidad de dialogar con problemas cientificos, ambientales,
tecnolodgicos, educativos y sociales.

La organizacion de este volumen fue pensada a partir de una estructura breve y
articulada, distribuida en tres ejes tematicos. Esta propuesta busca valorar la especificidad
de cada trabajo sin fragmentar excesivamente la lectura, considerando que los capitulos
reunidos comparten una preocupacion comun: comprender, preservar, transformar y
aplicar el conocimiento bioldgico frente a los desafios del presente.

El primer eje, dedicado a la salud, los biomarcadores y los procesos formativos,
abre el volumen con una reflexion sobre dos dimensiones complementarias de las
ciencias biologicas aplicadas al ambito de la salud: por una parte, el desarrollo y utilizacién
de herramientas para el estudio del dano celular y genético, y por otra, los procesos
educativos que intervienen en la formacion de los profesionales de la salud. Los estudios
reunidos en esta seccion permiten reflexionar sobre laimportancia de las herramientas de
analisis biologico para la identificacion de dafos celulares y genéticos, asi como sobre los
procesos formativos que atraviesan areas vinculadas a la salud. Al articular investigacion
biomédica, toxicologia, nutricion, ambiente y formacion profesional, este blogue evidencia
que las ciencias bioldgicas no se restringen al estudio aislado de los seres vivos, sino que
también contribuyen a la comprensién de condiciones que afectan la salud, la prevencion

de riesgos y la calidad de los procesos educativos en campos biomédicos.



El segundo eje reune investigaciones relacionadas con los productos naturales
y los compuestos bioactivos. En este conjunto se observa el potencial de las ciencias
bioldgicas y de sus tecnologias para el aprovechamiento sostenible de recursos naturales
y el desarrollo de procesos y productos con aplicacion ambiental, alimentaria y doméstica.
Los trabajos exploran temas como la extraccion de compuestos fendlicos, la capacidad
antioxidante, la capsaicina, los hidrolatos, los aceites esenciales y las formulaciones
sostenibles. Esta seccion destaca la relevancia de la innovacion cientifica orientada por
principios de sostenibilidad, aprovechamiento responsable de los recursos naturales y
reduccion de impactos ambientales.

Al abordar recursos vegetales y materias primas naturales, los capitulos de
este eje demuestran que la tecnologia puede ponerse al servicio de soluciones mas
responsables, eficientes y coherentes con las necesidades actuales. La busqueda
de procesos menos agresivos para el ambiente, de alternativas biodegradables y de
productos con potencial funcional o antimicrobiano revela una dimension aplicada
de las ciencias bioldgicas, en la cual el conocimiento sobre organismos, moléculas y
metabolitos naturales se transforma en estrategias concretas de innovacion.

El tercer eje se orienta al ambiente, la biodiversidad y la sostenibilidad
socioecologica. Los trabajos reunidos en esta seccion abordan problematicas ambientales
de gran relevancia, como la contaminacion luminica, la crisis agricola provocada por
sequias, la presencia de microplasticos en playas, la biodiversidad de peces en manglares
y la necesidad de soluciones sostenibles frente a la presion sobre los recursos naturales.
Estos temas revelan la urgencia de comprender los ecosistemas de manera integrada,
reconociendo sus dimensiones bioldgicas, sociales, econdmicas y culturales.

La presencia de estudios sobre ambientes costeros, manglares, recursos hidricos
y contaminacion evidencia la importancia del monitoreo ambiental y de la producciéon de
datos cientificos para orientar politicas publicas, practicas comunitarias y estrategias de
conservacion. Al mismo tiempo, la discusion sobre soluciones sostenibles, como sistemas
hidropodnicos de bajo costo e iniciativas de gestion ambiental, apunta a la necesidad
de integrar ciencia, educacion, tecnologia y participacion social en la construcciéon de
respuestas frente a los desafios ecoldgicos contemporaneos.

En conjunto, los capitulos de este primer volumen muestran que las ciencias
bioldgicas y sus tecnologias son fundamentales para comprender las relaciones entre
vida, ambiente y sociedad. Las investigaciones aqui reunidas revelan que los fendmenos
biolégicos no pueden pensarse de forma aislada, pues estan profundamente conectados
con las formas de produccién, consumo, cuidado, educacion, innovacion y gestion de los

recursos naturales. Esta perspectiva integradora resulta especialmente importante en un



contexto en el que los problemas ambientales y sanitarios exigen respuestas cientificas
solidas, interdisciplinarias y socialmente comprometidas.

Asi, Estudos em Ciéncias Biologicas e suas Tecnologias propone una lectura
que parte de la salud y los biomarcadores, avanza hacia los productos naturales y las
aplicaciones biotecnologicas de los recursos biologicos, y culmina en las discusiones
ambientales y socioecologicas. Esta trayectoria permite reconocer la vitalidad del campo
biologico, tanto en su dimension experimental y aplicada como en su capacidad de
contribuir a practicas mas sostenibles, inclusivas y responsables.

Esperamos que este primer volumen contribuya al didlogo entre investigadores,
docentes, estudiantes y profesionales interesados en las ciencias bioldgicas y en sus
interfaces tecnologicas. Que los estudios aqui reunidos inspiren nuevas investigaciones,
fortalezcan practicas cientificas comprometidas con la vida y amplien los horizontes
de actuacion de las ciencias bioldgicas frente a los desafios ambientales, sociales y
tecnolodgicos de nuestro tiempo.

Dra. Alda Rocio Ortiz Muiiiz
Universidad Autonoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa

México
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RESUMEN: El ensayo de micronucleos (MN) se
ha consolidado como un biomarcador robusto
de inestabilidad gendmica, ampliamente
utilizado en toxicologia genética, biomedicinay
monitoreo ambiental. Su fundamento radica en
la deteccion de fragmentos cromosomicos o
cromosomas completos que no se incorporan
al nucleo durante la division celular, reflejando
eventos clastogénicos y aneugénicos.
Ademas, los MN son estructuras dinamicas
implicadas en procesos como cromotripsis
y activacion de la respuesta inmune, lo que
amplia su relevancia bioldgica y clinica. En el
ambito nutricional, tanto la desnutricion como
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la obesidad se asocian con un incremento en la frecuencia de MN. A pesar de representar
extremos opuestos, ambas condiciones comparten mecanismos como el estrés oxidante
y lainflamacion crénica, que comprometen la estabilidad del ADN. La evidencia en modelos
animales y humanos demuestra un aumento tanto en la frecuencia basal como inducida
de MN, reflejando mayor susceptibilidad al dafio genético. En modelos experimentales,
particularmente en roedores, el analisis de la cinética de formacion de MN ha permitido
caracterizar la induccioén, reparacion y persistencia del dafo genético a lo largo del
tiempo, aportando informacién mecanistica sobre la accion de agentes genotoxicos y la
capacidad de respuesta celular. En sistemas vegetales, el ensayo de MN constituye una
herramienta clave para el biomonitoreo ambiental. Especies como Allium cepa, Vicia faba
y Tradescantia han demostrado alta sensibilidad para detectar genotoxicidad inducida
por contaminantes ambientales. Su bajo costo y facilidad de manejo respaldan su uso
como alternativa confiable a modelos animales. Por otro lado, la citometria de flujo ha
optimizado el andlisis de MN al permitir evaluar grandes poblaciones celulares con alta
rapidez, sensibilidad y reproducibilidad, facilitando ademas la discriminacion entre tipos
de dafo genético. En conjunto, el ensayo de MN es una herramienta integradora con
aplicaciones clave en investigacion, salud publica y medicina preventiva.

PALABRAS CLAVE: micronucleos; genotoxicidad; biomonitoreo ambiental; desnutricion;
citometria de flujo.

MICRONUCLEI: FROM FORMATION KINETICS TO APPLICATIONS IN NUTRITION
AND ENVIRONMENT

ABSTRACT: The micronucleus (MN) assay has been established as a robust biomarker
of genomic instability, widely used in genetic toxicology, biomedicine, and environmental
monitoring. Itis based on the detection of chromosomal fragments or whole chromosomes
that fail to be incorporated into the nucleus during cell division, reflecting clastogenic and
aneugenic events. In addition, MN are dynamic structures involved in processes such as
chromothripsis and immune response activation, expanding their biological and clinical
relevance. In the nutritional context, both malnutrition and obesity are associated with
an increased frequency of MN. Despite representing opposite conditions, both share
pathophysiological mechanisms such as oxidative stress and chronic inflammation,
which compromise DNA stability. Evidence from animal models and human studies
demonstrates increases in both baseline and induced MN frequency, reflecting greater
susceptibility to genetic damage. In experimental models, particularly in rodents, the
analysis of MN formation kinetics has enabled the characterization of the induction,
repair, and persistence of genetic damage over time, providing mechanistic insight into
the action of genotoxic agents and cellular response capacity. In plant systems, the MN
assay represents a key tool for environmental biomonitoring. Species such as Allium cepa,
Vicia faba, and Tradescantia have demonstrated high sensitivity for detecting genotoxicity
induced by environmental contaminants. Moreover, flow cytometry has optimized MN
analysis by enabling the evaluation of large cell populations with high speed, sensitivity,
and reproducibility, while facilitating discrimination between different types of genetic
damage. Overall, the MN assay is an integrative tool with key applications in research,
public health, and preventive medicine.

KEYWORDS: micronuclei; genotoxicity; environmental biomonitoring; malnutrition; flow
cytometry.
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1. MICRONUCLEOS (MN) EN NUTRICION: INESTABILIDAD GENOMICA EN
DESNUTRICION Y OBESIDAD *2

La desnutricion y la obesidad representan extremos del estado nutricional
que constituyen un problema relevante de salud publica a nivel global. A pesar de sus
diferencias, ambas condiciones comparten alteraciones metabodlicas como el estrés
oxidante y la inflamacién cronica, factores que pueden comprometer la integridad del
ADN y favorecer la inestabilidad gendmica. En este contexto, el ensayo de micronucleos
(MN) se ha consolidado como una herramienta sensible y confiable para evaluar dafo

cromosomico en distintos sistemas biolégicos (Albertini et al., 2000).

11. BASES BIOLOGICAS DE LOS MICRONUCLEOS

Los MN son estructuras nucleares pequefas que se originan a partir de
fragmentos cromosémicos acéntricos o cromosomas completos que no se incorporan
al nucleo principal durante la division celular (Countryman & Heddle, 1976; Lin et al,
2023). Su formacion refleja eventos clastogénicos o aneugénicos asociados con dafo
al ADN o alteraciones en la segregacion cromosoémica. Por ello, el ensayo de MN ha sido
ampliamente utilizado en estudios de genotoxicidad, tanto en modelos experimentales

como en poblaciones humanas (Albertini et al., 2000).

1.2. DESNUTRICION Y DANO GENETICO

En el ambito de la desnutricion, diversos estudios han demostrado una elevacion
en la frecuencia de MN como indicador de dafio cromosomico. En modelos animales, se
ha observado que la desnutricidon durante etapas tempranas del desarrollo incrementa
significativamente la frecuencia de MN en linfocitos (Ortiz et al., 1995). Este hallazgo
ha sido confirmado en estudios posteriores que muestran un aumento tanto en la
frecuencia basal como en la inducida por agentes genotdxicos en sangre periférica
(Ortiz et al., 2004).

En humanos, particularmente en poblacion infantil, la desnutricion también se ha
asociado con mayor inestabilidad gendmica y mayor susceptibilidad al dafo inducido,
lo que sugiere una interaccion entre el estado nutricional y la capacidad de respuesta
celular frente a agentes mutagénicos (Ortiz et al., 1997; Cervantes-Rios et al., 2012). Estas
alteraciones pueden estar relacionadas con deficiencias de micronutrientes esenciales,
como acido félico y vitamina B12, que participan en procesos clave de sintesis y reparacion
del ADN (Fenech, 2002).
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1.3. OBESIDAD E INESTABILIDAD GENOMICA

Por otro lado, la obesidad se ha vinculado con un incremento en el dafio genético
debido a un entorno metabodlico caracterizado por inflamacion crénica y estrés oxidante.
Estudios recientes han mostrado que la frecuencia de MN aumenta conforme se
incrementa el grado de obesidad, lo que sugiere una relacion directa entre el exceso
de tejido adiposo y la inestabilidad gendmica. Este fendmeno puede estar asociado con
alteraciones metabolicas como la resistencia a la insulina, lo que refuerza la complejidad

de sus efectos sistémicos (Usman et al., 2021).

1.4. APLICACIONES CLINICAS Y EPIDEMIOLOGICAS

El estudio de MN en este contexto se ha beneficiado del uso de diferentes
modelos biolégicos. Los modelos animales permiten analizar mecanismos de dafo en
condiciones controladas, mientras que los estudios en humanos reflejan el impacto real
de estas condiciones en contextos clinicos y epidemioldgicos. Ademas, el analisis puede
realizarse en distintos tipos celulares, como linfocitos, eritrocitos y células epiteliales
exfoliadas (Sanchez-Alarcon et al.,, 2026).

El ensayo de microntcleos in vitro emplea células binucleadas (CBMN), las
cuales se obtienen mediante la inhibicion de la citocinesis utilizando citocalasina B
(Cyt-B), un inhibidor del ensamblaje de microfilamentos. Este enfoque permite una mayor
precision en la evaluacion del dafo genético, ya que asegura que las células analizadas
han completado una division nuclear, evitando sesgos derivados de alteraciones en la
cinética de proliferacion celular inducidas por la citotoxicidad de los agentes evaluados o
por condiciones suboptimas de cultivo.

Figura 1. Células binucleadas obtenidas mediante el ensayo CBMN: a) célula binucleada; b) célula binucleada con
micronucleo (flecha).
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Un avance metodoldgico relevante ha sido la incorporacion de la citometria de
flujo para la evaluacion de MN en eritrocitos, lo que permite analizar grandes cantidades
de células de manera rapida y objetiva, incrementando la sensibilidad y reproducibilidad
del ensayo (Hayashi et al., 2000). Este enfoque ha facilitado su uso en estudios
poblacionales y experimentales.

En conjunto, la evidencia indica que tanto la desnutricion como la obesidad
estan asociadas con un aumento en la frecuencia MN, lo que refleja un incremento
en la inestabilidad gendmica. Este biomarcador integra sefales de dafo acumulado y
susceptibilidad individual, lo que lo posiciona como una herramienta util en la evaluacién
de riesgos en salud.

Desde una perspectiva integradora, los avances recientes han fortalecido la
relevancia de los MN como biomarcadores no solo de dario, sino también de riesgo de
enfermedad. Su asociacion con enfermedades cronicas no transmisibles y su potencial
aplicacion en medicina preventiva han sido respaldados por evidencia epidemiologica
(Fenech et al., 2021; Duan et al., 2026).

En este sentido, el monitoreo de MN en condiciones nutricionales adversas no
solo contribuye a comprender los mecanismos de dafo genético, sino que también
permite identificar poblaciones vulnerables y evaluar intervenciones con potencial
protector. La integracion de este biomarcador en enfoques de salud publica y medicina
personalizada representa una oportunidad para avanzar en la prevencion y el manejo
de enfermedades asociadas con inestabilidad genémica. Mas alla de los estudios en
humanos, los modelos experimentales permiten profundizar en la dinamica del dafo

genético en condiciones controladas.

2. CINETICA DE LA INDUCCION DE MICRONUCLEOS EN ERITROCITOS DE RATON
IN VIVO: BIOMARCADOR DINAMICO DE GENOTOXICIDAD Y CITOTOXICIDAD 3#

21.INTRODUCCION

La formacion de micronucleos (MN) es un biomarcador ampliamente validado
de dafo cromosomico inducido por agentes clastogénicos y aneugénicos (Countryman
& Heddle, 1976). En modelos murinos, la cuantificacion de eritrocitos policromaticos
micronucleados (MN-PCE) constituye una herramienta robusta para la evaluacion de
genotoxicidad in vivo (Hayashi et al., 2000).

Aunque tradicionalmente estos ensayos se han basado en mediciones en tiempos
unicos, los sistemas biolégicos son dinamicos. En este contexto, el analisis cinético de la

induccion de MN-PCE permite integrar procesos como la farmacocinética, la activacion
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metabolica y los mecanismos de dano y reparacion del ADN, proporcionando una

evaluacion mas precisa del efecto genotoxico (Morales-Ramirez et al., 1994).

2.2. FUNDAMENTO Y ALCANCE DEL MODELO CINETICO

La induccion de micronucleos ocurre durante la Ultima division de los
normoblastos en médula 6sea, mientras que su deteccion se realiza en eritrocitos
policromaticos circulantes. Este sistema permite evaluar eventos recientes de dafo
cromosomico mediante muestreos seriados en el mismo individuo.

Una de sus principales ventajas es la posibilidad de analizar simultdneamente
genotoxicidad y citotoxicidad, mediante la cuantificacion de MN-PCE y la proporcion
de eritrocitos policromaticos. Asimismo, permite comparar dosis en términos molares y
establecer relaciones funcionales entre exposicion y efecto.

El analisis cinético ha demostrado que las evaluaciones en tiempos Unicos
pueden conducir a conclusiones erroneas. Por ejemplo, el efecto de moduladores como
la clorofilina puede variar dependiendo del tiempo de medicidn, mientras que el analisis
del area bajo la curva (ABC) revela que el dafo total permanece constante (Morales-
Ramirez et al., 1996).

2.3. PARAMETROS CINETICOS Y VARIABILIDAD ENTRE AGENTES

El tiempo de maxima induccion (Tmax) representa el punto de mayor frecuencia
de MN-PCE vy varia de acuerdo con el tipo de agente. La radiacion ionizante presenta la
respuesta mas rapida, debido a que no requiere absorcidon ni metabolismo, mientras que
los aneuploiddgenos, alquilantes y antimetabolitos muestran retrasos progresivos en la
induccion (Morales-Ramirez & Vallarino-Kelly, 1998).

Estas diferencias reflejan procesos como la biodisponibilidad, la activacion
metabdlica y los mecanismos de interaccion con el ADN. En este sentido, la cinética de
induccion de MN-PCE permite inferir aspectos farmacocinéticos y farmacodinamicos de
los agentes evaluados.

El area bajo la curva (ABC) constituye un parametro integral de genotoxicidad,
ya que incorpora la respuesta temporal completa. Se ha demostrado que la misma
dosis total de radiacion produce un ABC equivalente independientemente de la tasa de
exposicion, lo que valida este enfoque como medida robusta del dafio genético (Morales-
Ramirez et al., 1994).

Adicionalmente, la forma de las curvas cinéticas puede revelar la participacion

de multiples mecanismos de dafno. Algunos agentes presentan curvas con mas de un

Estudos em Ciéncias Bioldgicas e suas Tecnologias Capitulo 1 _



pico o con hombros amplios, lo que sugiere diferentes vias de induccion y reparacion

del ADN. Este comportamiento ha sido descrito, por ejemplo, para antimetabolitos que

inducen dano tanto por incorporacién al ADN como por efectos epigenéticos (Morales-
Ramirez et al., 2008).

Tabla 1. Tiempo de maxima induccion (Tmax) y retraso relativo en la induccidon de eritrocitos policromaticos
micronucleados (MN-PCE).

TABLA 1. tiempo de maxima induccion por diferentes agentes y retraso (h)
Agente Dosis (umol/kg) Tmax :—;-traso
Rad (0.25 Gy) 257

VNB 0.28 276 1.9
Colch 15 299 4.2
VNC 0.05 30.2 45
ENU 214 314 57
cisPt 0.9 32 6.3
BUS 30 32 6.3
BCNU 175 326 6.9
MMC 15 33 7.3
azaC 45 35.2 9.5
MNU 20 37.3 1.5
CP 77 394 13.7
DMN 108 40.6 14.9

Tabla 2. Eficiencias de induccion de MN-PCE, medida en términos del ABC respecto a las dosis.

TABLA 2, Eficiencia de induccion de MN-PCE en términos del ABC. Determinacion del ancho de la

cinética ABC/MAXIMA FRECUENCIA

AGENTE DOSIS ABC ABC/dosis ABC/MF

(umol/kg)

VNC 0.05 7.99 14,800 18.9

MMC 15 654 436 175

COL 15 584 389 216

VNB 0.28 94 342 14.3

CisPt 0.93 267 287 13

AZA-C 20 1200 60 34.3

BCNU 35 1896 54.2 271
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MNU 20 654 327 172
CcP 76 439 58 223
DMN 108 292 27 19.3
ENU 214 553 26 217
BUS 30 70 23 17.7

2.4. RELACION ENTRE GENOTOXICIDAD Y CITOTOXICIDAD

El analisis simultaneo de la frecuencia de MN-PCE vy la proporcion de eritrocitos
policromaticos ha permitido demostrar que, aunque no existe sincronia temporal entre
genotoxicidad y citotoxicidad, si se observa una relacion cercana a la proporcionalidad
(Morales-Ramirez et al., 2006).

Este hallazgo cuestiona el paradigma clasico de seleccion de agentes
antineoplasicos basado exclusivamente en citotoxicidad, y sugiere que el dafio genético

debe considerarse como un componente independiente y complementario.

2.5. APLICACIONES Y DESARROLLOS RECIENTES

El modelo cinético ha evolucionado hacia aplicaciones mas complejas, incluyendo
la evaluacion de agentes antineoplasicos y su capacidad radiosensibilizadora. En
particular, se ha utilizado para estudiar compuestos como bromodesoxiuridina,
clofarabina y difluorodesoxicitidina, los cuales modifican tanto la magnitud como la
cinética del dafo inducido por radiacion (Cruz-Vallejo et al., 2019; Quezada-Vidal et al.,
2024, Cruz-Vallejo et al., 2025).

Asimismo, este enfoque hasido aplicado para evaluar genotoxicidad en condiciones
fisiologicas especificas, como desnutricion, asi como en estudios comparativos entre
estados nutricionales (Ortiz-Muniiz et al., 2024).

Estos avances consolidan el modelo como una herramienta no solo descriptiva, sino
también predictiva, con aplicaciones en farmacologia, toxicologia y evaluacion de riesgo.

Nuestro grupo ha desarrollado y aplicado de manera sistematica el analisis de
la cinética de induccion de MN-PCE y de la reduccion de eritrocitos policromaticos, con
el objetivo de caracterizar la dinamica de la genotoxicidad y citotoxicidad inducida por
radiaciones y agentes quimicos en modelos murinos in vivo.”

Entre sus principales ventajas destacan: ser un sistema in vivo en raton; permite
el analisis temporal de la respuesta bioldgica; requerir volimenes minimos de muestra
sanguinea; posibilitar la evaluacion simultanea de genotoxicidad y citotoxicidad en el
mismo tipo celular; y facilitar la comparacion de dosis mediante su normalizacion en pmol/

kg de peso corporal.
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Este modelo presenta caracteristicas relevantes: es un sistema in vivo en raton;
permite evaluar la respuesta en funcion del tiempo; requiere volimenes minimos de
muestra de sangre; posibilita el andlisis simultaneo de genotoxicidad y citotoxicidad en el
mismo tipo celular; y facilita la comparacion de dosis mediante su normalizacion en pmol/

kg de peso corporal.

2.6. CONCLUSIONES

1. El andlisis cinético de MN-PCE permite una evaluacion integral de la
genotoxicidad in vivo.

2. ElI Tmax y el ABC son parametros clave para caracterizar la respuesta
biolégica.

3. Lavariabilidad en la cinética refleja diferencias en los mecanismos de accion
y en la farmacocinética de los agentes.

4. Larelacién entre genotoxicidad y citotoxicidad no es sincronica, pero muestra
una tendencia a la proporcionalidad.

5. Elanalisis cinético permite inferir mecanismos de accion, incluyendo procesos
clastogénicos, aneugénicos y dependientes de activacion metabdlica.

6. El parametro ABC constituye una medida robusta para comparar la actividad
genotoxica total entre agentes.

7. Laevaluacion conjuntade MN-PCE y lareduccion de eritrocitos policromaticos
representa una estrategia util para el cribado de compuestos con potencial
antineoplasico y para la estimacion del riesgo genotodxico.

En conjunto, los modelos animales permiten desentranar los mecanismos y la

dinamica temporal del dafo genético. Complementariamente, los sistemas vegetales
facilitan la evaluacion de estos efectos en escenarios ambientales complejos, ampliando

el alcance del ensayo de micronucleos.

3. EL ENSAYO DE MICRONUCLEOS EN PLANTAS EN EL MONITOREO DE LA
GENOTOXICIDAD AMBIENTAL 56

31. FUNDAMENTO Y RELEVANCIA

El desarrollo de la industria ha favorecido el incremento de la contaminacién
ambiental, la cual puede representar un riesgo para la salud publica. Diferentes efectos
han sido relacionados con estos agentes incluyendo dafos al ADN. Dentro de los

biomarcadores de dafo genético inducidos por xenobiodticos ambientales se encuentran
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multiples alteraciones como las aberraciones cromosdémicas, los intercambios de
cromatidas hermanas, los micronucleos y las mutaciones, los cuales pueden ser
detectados tanto en sistemas animales como vegetales. Entre ellos destacan los
micronucleos (Figura 2, pequefios cuerpos extracromosémicos resultantes de la
fragmentacion o segregacion incorrecta del material genético durante la division celular),
por su alta sensibilidad, simplicidad y efectividad (Salazar Mercado y Correa 2024). Su
técnica ha sido estandarizada, asi como validada y permiten una facil identificacion y
analisis al microscopio (Kwasniewska & Bara, 2022), miden la pérdida, rotura y no
disyuncién de cromosomas, alteracion del huso mitético o dafio clastogénico (Tavarekere

Venkataravanappa et al. 2025).

Figura 2. Micronucleos en células vegetales como indicador de dafo genético.

3.2. MODELOS VEGETALES

Por otra parte, las especies vegetales han ganado mucha atencion como
bioindicadores potenciales del riesgo genotoxico que representan agentes ambientales
tanto fisicos (radiaciones) como quimicos [metales pesados, plaguicidas, hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs), compuestos organicos volatiles (VOCs), entre otros], ya
que suelen entrar en contacto con contaminantes presentes en las matrices ambientales
(suelo, agua y aire) de forma natural e incluso pueden ser expuestas intencionalmente
en el laboratorio. Han demostrado su confiabilidad, facil manejo y alta sensibilidad en el
biomonitoreo ambiental. En una revision previa (Valencia-Quintana et al. 2013), se destaca
que mas de 200 bioensayos vegetales han sido empleados con este propdsito, lo que
respalda su uso. Asi, los bioensayos vegetales proveen una alternativa rentable y fiable a
las pruebas con animales (Tavarekere Venkataravanappa et al. 2025)

Particularmente el analisis de micronucleos en plantas para el monitoreo ambiental
ha sido reconocido como una prueba accesible, sensible y confiable para el estudio de la

genotoxicidad asociada a contaminantes liberados en el agua, el suelo o el aire (Igbal 2016).
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Los sistemas vegetales presentan ventajas importantes frente a otros sistemas
experimentales: son econdmicos, estan disponibles durante todo el afio y no requieren
condiciones de cultivo complejas. Presentan altas tasas de division celular y relativamente
cromosomas de gran tamano, lo que facilita su analisis al microscopio. No necesitan la
adicion de sistemas metabolicos externos. Permiten identificar diferentes mecanismos
de accion de los agentes genotdxicos, como efectos clastogénicos y aneugénicos
(Valencia-Quintana et al., 2013; Igbal, 2016).

3.3. ANTECEDENTES HISTORICOS

Las células meristematicas de plantas como Vicia faba y Allium cepa han sido
utilizadas en estudios citogenéticos desde principios del siglo XX, particularmente en
radiobiologia para evaluar aberraciones cromosomicas. Con el tiempo, Vicia faba se
consolidé como modelo de referencia debido al tamafo y nimero de sus cromosomas, lo
que facilita la identificacion de alteraciones como los micronucleos.

En la década de 1970, el programa Gene-Tox de la Agencia de Proteccion
Ambiental de Estados Unidos evalud diversas especies vegetales, incluyendo Allium
cepa, Vicia faba y Tradescantia, confirmando su utilidad en la deteccion de genotoxicidad
ambiental. Desde entonces, el ensayo de micronucleos en plantas se ha consolidado
como una herramienta clave para evaluar dafno genético inducido por contaminantes

quimicos y fisicos.

3.4. AVANCES RECIENTES

La OCDE, ha reconocido y estandarizado la prueba de microntcleos en plantas
que lo incluye en sus directrices para la evaluacion de genotoxicidad en plantas. El uso
de microscopia de fluorescencia y el analisis digital de imagenes han permitido mejorar
su precision.

Se han tenido avances sobre los mecanismos de accion que potencialmente
dan origen a los micronucleos. A nivel molecular, se ha relacionado su formacion con la
inestabilidad del huso mitotico, el estrés oxidante, asi como fallas en los mecanismos de
reparacion del ADN. También se han vinculado con la activacion de vias de respuesta al

dano genético.

3.5. APLICACIONES EN ESTUDIOS AMBIENTALES

La contaminaciéon atmosférica y al trafico vehicular en zonas urbanas, se ha
correlacionado con un incremento significativo de la frecuencia de micronucleos en
Tradescantia pallida (Godoy et al., 2021).
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Suelos contaminados con petréleo crudo en la Amazonia ecuatoriana, han sido
capaces de inducir dafio genético en Vicia faba (Coronel Vargas et al., 2023).

Induccién de microntcleos y otras alteraciones citogenéticas se han evidenciado en
diversas investigaciones desarrolladas con metales pesados (Garnica-Acufia et al., 2020).

Diversos plaguicidas, han demostrado la capacidad de inducir microntcleos en
especies como Allium cepa, Vicia faba y Tradescantia (Valencia-Quintana et al., 2013;
Salazar Mercado and Correa, 2024).

La prueba de micronlcleos sirve como una herramienta versatil para evaluar
los efectos genotodxicos, citotoxicos y mutagénicos tanto de mezclas simples como
complejas en diversos sistemas vegetales. Ha demostrado la capacidad genotoxica de
las aguas residuales, asi como la eficacia de las plantas de tratamiento (Oubane et al.
2020). En suelos contaminados, el ensayo ha permitido diferenciar diferentes niveles de
genotoxicidad y evaluar procesos diversos de remediacion (Ordofez-Frias et al., 2025).

Asimismo, ha sido util en el estudio de contaminantes emergentes como
nanoparticulas y elementos de tierras raras (Kotelnikova et al., 2021; Saavedra Negrete et
al., 2025), donde se ha demostrado su capacidad de interaccion con proteinas del huso
mitético y los centriolos, dependiendo de la naturaleza de la nanoparticula del periodo de

exposicion, de la concentracion y del bioensayo vegetal.

3.6. CONCLUSIONES

Las plantas modelo como Allium cepa, Vicia faba y Hordeum vulgare contindian
siendo herramientas clave para detectar agentes genotoxicos en aire, agua y suelo,
contribuyendo a la evaluacion del riesgo ambiental y en salud humana.

En particular, los bioensayos basados en la deteccion de micronucleos ofrecen
una combinacion valiosa de sensibilidad, accesibilidad y aplicabilidad, lo que los convierte
en una base sélida para el monitoreo genotdxico ambiental.

Lejos de quedar obsoleto, este enfoque se ha fortalecido con los avances en
biologia molecular, permitiendo integrar distintos niveles de analisis, desde lo celular
hasta lo molecular. Ademas, su valor predictivo lo posiciona como una herramienta
relevante para anticipar riesgos como el desarrollo de cancer y otros efectos adversos a
nivel ecosistémico.

Aungue las tecnologias dmicas han ampliado las posibilidades de estudio, los
bioensayos vegetales, especialmente el de micronucleos, siguen siendo una alternativa
practica, econdmica y confiable para la evaluacion del dafio genético en el ambiente.

En este contexto, la evolucion de las metodologias analiticas ha permitido

complementar los bioensayos tradicionales. La citometria de flujo, en particular, ha
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transformado el analisis de micronulcleos al ofrecer mayor rapidez, sensibilidad y

capacidad de evaluacién a gran escala.

4. CITOMETRIA DE FLUJO APLICADA AL ANALISIS DE MICRONUCLEOS 7
41. PRINCIPIOS Y FUNDAMENTOS

La citometria de flujo (CF) se ha desarrollado como una herramienta capaz de
analizar de forma rapida, y en un gran numero de células, diferentes caracteristicas
celulares mientras estas viajan en suspension en un fluido y pasan por uno o varios
haces de laser. Cuando la luz incide sobre las células, se generan sefales por desviacion
de luz que al incidir sobre la célula; la luz dispersada frontalmente nos da informacion
sobre el tamafo y la dispersién lateral nos indica la complejidad interna (Figura 3 A).
Otras caracteristicas de las células pueden ser identificada con ayuda de anticuerpos
conjugados con fluorocromos que se unan a moléculas de interés (Figura 3 B), y en otros
casos los fluorocromos por si mismos pueden revelar esas caracteristicas (Figura 3 C),

como en el caso de los intercalantes de acido nucleicos (Pérez-Lara et al., 2018).

Figura 3. Representacion de las sefiales obtenidas de la célula por medio de la luz.
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El citometro de flujo se compone de tres sistemas principales que trabajan en
conjunto paraidentificar multiples caracteristicas celulares, también llamadas parametros
(Figura 4):

Fluidos: Este sistema se encarga de introducir y alinear las células para llegar al

punto donde la luz incide sobre ellas (punto de interrogacion).

Optico: Cuenta con una fuente excitacion y coleccién para incidir sobre las células

y generar las senales luminosas y captar esas sefales y dirigirlas a los detectores.

Estudos em Ciéncias Bioldgicas e suas Tecnologias Capitulo 1 m



Electrénico: Se encarga de convertir las sefales opticas en sefales electrénicas

las cuales son interpretadas por medio de programas de computo.

Estos tres sistemas en su conjunto permiten el analisis de multiples parametros

de las células, asi como el contarlas en un gran nimero (Patifio-Uriostegui et al., 2022).

Figura 4. Representacion de los tres sistemas que forman parte del citémetro de flujo.
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4.2. VENTAJAS FRENTE A LA MICROSCOPIA CONVENCIONAL

Desde que Anton Van Leeuwenhoek observo y describio la primera célula a través
de un microscopio que constaba de un solo lente ocular, la microscopia ha permitido
identificar a las células de acuerdo a su morfologia; sin embargo, algunas caracteristicas
funcionales o morfologicas requieren el uso de tinciones, pero tienen un limite, por
ejemplo, con la tincion de Wright se pueden distinguir a los linfocitos de otros leucocitos,
pero seria imposible identificar a un linfocito T de uno B (Pérez-Lara et al., 2018). Si bien,
el desarrollo de microscopios de fluorescencia y anticuerpos monoclonales permitieron
la identificacion de subpoblaciones de células que no seria posible identificar por
microscopia de campo claro y de contraste de fases, hay otra limitante, el conteo de un
gran numero de células para identificar aquellas relacionadas a alguna enfermedad se
vuelve impractico (Shapiro, 2018).

Los citdbmetros de flujo permiten analizar mdltiples parametros celulares a
velocidades variables que permiten obtener datos de un gran niumero de células en un

poco tiempo, ademas, la capacidad para analizar diferentes tipos celulares provenientes
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de diferentes organismos, mientras estén en suspension, lo que constituyen grandes
ventajas para el estudio de las células (Sanchez-Torres et al.., 2022).

4.3. DESARROLLO DE LOS PROTOCOLOS PARA EL ANALISIS DE MN POR
CITOMETRIA DE FLUJO.

Los ensayos para evaluar dafo citogenético por medio de andlisis de
micronucleos se han consolidado como una herramienta para evaluar la genotoxicidad
de diversas sustancias quimicas, tanto en estudios exploratorios como mecanisticos
(Elhajouji y Stadelmann, 2019).

Se handesarrollado diferentes ensayos de micronucleos que tiene caracteristicas
propias (Sommer et al., 2020). El ensayo de micronucleos en eritrocitos de médula ésea
y de sangre de hamster fue propuesto por Boller y Schmid (Hayasi, 2016). A partir de
estos trabajos, se continuod desarrollando para realizarse en ratas y ratones, pero en un
inicio, se sugeria usar eritrocitos inmaduros (reticulocitos, RET) provenientes de médula
Osea (Sommer et al., 2018).

Posteriormente, se desarrollaron protocolos que aplicaban fluorescencia
para identificar ADN y proteinas para discriminar eritrocitos anucleados normales de
eritrocitos micronucleados, analizandolos por microscopia y citometria de flujo. (Hutter y
St6hr, 1982; Hayasi, 2016).

El grupo Dertinger se enfocd en estandarizar sistemas para el andlisis
automatizado de MN enreticulocitos de roedores y humanos, basandose en las siguientes
estrategias (Figura 5): identificacion de eritrocitos jovenes por inmunomarcaje y tincion
del ADN; conteo de un gran nimero de eritrocitos (Dertinger et al.., 2011).

El marcaje con anticuerpos fluorescentes se basa en la identificacion de
reticulocitos a través del receptor de transferrina que se encuentra expresado solo
en los reticulocitos, para lo cual se usa un anticuerpo monoclonal conjugado con un
fluorocromo, usualmente el isotiocianato de fluoresceina (FITC). La tincion del ADN se
basa en el uso de RNasas para eliminar el ARN y de intercalantes fluorescentes que, al
unirse al ADN, facilita la identificacion de los micronucleos. En la Figura 5 se muestra
una grafica de puntos del ensayo de micronucleos de una muestra de sangre periférica
de rata, y al lado de cada cuadrante, se representan a los reticulocitos y eritrocitos sin

y con micronucleos.
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Figura 5. Grafica de reticulocitos y eritrocitos maduros evaluados por citometria de flujo.
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Adicionalmente, el uso de anticuerpos CREST permite diferenciar micronucleos
de origen aneugénico (con cinetocoro) de aquellos clastogénicos, aportando informacion
mecanistica relevante (Sun et al., 2025).

La identificacion de MN por microscopia permite el conteo de 1000 a 2000
células, un numero relativamente bajo, por tanto, estadisticamente es una limitante (Lenzi
et al., 2018). Por otro lado, la citometria de flujo permitid incrementar la confiabilidad
del ensayo en muestras de humanos y otros mamiferos, pues se permite contar un gran
numero de eritrocitos, hasta un millon (Sommer et al., 2020).

4.4. APLICACIONES Y ALCANCES ACTUALES

Existe un creciente interés en el analisis de micronucleos en células nucleadas
mediante citometria de flujo, tanto en estudios in vivo como in vitro, incluyendo linfocitos,
otras células de mamiferos, lineas celulares y células de otros vertebrados, como peces
y reptiles. Para ello, se han propuesto adaptaciones de protocolos basados en citometria
de flujo de imagen, con el objetivo de desarrollar analisis automatizados y permitir el

almacenamiento de imagenes para su validacion posterior (Rodrigues et al., 2018).

4.5. VENTAJAS ANALITICAS Y PERSPECTIVAS

Las principales ventajas del analisis de MN por citometria de flujo incluyen:

«  Alta capacidad de analisis (hasta 10° células)
- Mayor sensibilidad estadistica

«  Reduccién de sesgo del observador

« Posibilidad de analisis multiparamétrico

«  Automatizacién y estandarizacion
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Estas caracteristicas posicionan a la citometria de flujo como una herramienta
complementaria y, en muchos casos, superior a la microscopia convencional para la

evaluacion de dano genético.

4.6. CONCLUSIONES

La citometria de flujo ha transformado el analisis de microntcleos al proporcionar
una metodologia rapida, sensible y reproducible para la evaluacion de genotoxicidad.
Su capacidad para analizar grandes poblaciones celulares y diferenciar mecanismos de
dano la convierte en una herramienta fundamental en toxicologia genética, investigacion

biomédica y aplicaciones clinicas.
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