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RESUMEN

Los derivados 5-nitroimidazólicos constituyen un grupo bien caracterizado de agentes antibacterianos muy
utilizados en la terapéutica humana. Estos agentes inhiben el crecimiento de bacterias aerobias y anaerobias
y algunos protozoos tales como Trichomonas vaginalis, Entamoeba histolytica y Giardia lamblia. En el presente
trabajo se presentan los resultados correspondientes a una evaluación de la actividad genotóxica potencial,
mediante ensayos citogenéticos, de tres derivados Metronidazol (MTZ), Ornidazol (ONZ) y Tinidazol (TNZ),
en sus dosis de uso terapéutico, para contribuir con la evaluación de riesgo de su consumo. Los estudios se
llevaron a cabo en cultivo de linfocitos humanos de sangre periférica, utilizando 4 concentraciones diferentes
0,1, 1, 10 y 50 ug/ml, utilizando como biomarcadores de efecto el Indice Mitótico (IM), la Cinética de
Proliferación Celular expresado como Índice de Replicación (IR), el Intercambio de Cromátides Hermanas
(ICH) y la frecuencia de Aberraciones Cromosómicas (AC). Los resultados muestran una disminución signi-
ficativa en el IM (p<0,001), así como un incremento en la frecuencia de ICH (p<0.001) y AC (p<0,001). No
se encontraron modificaciones en el IR. Estos resultados muestran un efecto cito y genotóxico para los tres
derivados, relacionados con procesos de muerte celular. Para corroborar esta hipótesis se realizaron estudios de
fragmentación del ADN (laddering), microscopía de fluorescencia mediante tinción con Naranja de Acridina/
Bromuro de Etidio y citometría de flujo con Ioduro de Propidio. Se puede concluir que estos derivados modu-
lan la muerte celular mediante mecanismos apoptóticos en las condiciones de ensayo utilizadas.
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ABSTRACT

5-nitroimidazoles are a well-established group of antiprotozoal and antibacterial agents. Thanks to their
antimicrobial activity these chemotherapeutic agents inhibit the growth of both: anaerobic bacteria and
certain anaerobic protozoa, such as Trichomonas vaginalis, Entamoeba histolytica and Giardia lamblia. The
aim of the present study is to achieve a precise characterization of the genotoxic activity of these compounds
and to establish the value of cytogenetic assays in order to determine the effect of these drugs, at therapeutic
doses, to settle an improved risk assessment. Three nitroimidazole were studied, Metronidazole, Ornidazole
and Tinidazole, at four different concentrations (0.1, 1, 10 and 50 µg/ml of peripheral blood lymphocyte
culture). Endpoints analyzed included: Mitotic Index (MI), Replication Index (RI), Sister Chromatid Ex-
change (SCE) and Chromosomal Aberrations (CA). An analysis of variance test (ANOVA) was performed to
evaluate the results. A significant decrease (p<0.001) in MI as well as an increase in SCE (p<0.001) and CA
(0.001) frequencies for the three drugs was observed. No modifications in RI were found. The results suggest
a genotoxic and cytotoxic effect of MTZ, ONZ and TNZ related with cell death process. Therefore we
decided to evaluate this mechanism by DNA fragmentation (laddering), fluorescence microscopy using the
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acridine orange/ethidium bromide staining and flow cytometry (Propidium Iodide). We conclude that these
drugs are able to modulate cell death by apoptotic mechanisms in the experimental design employed.

Keywords: genotoxicity, nitroimidazole, cell death, biomarkers.
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EXPOSICIÓN TERAPÉUTICA.
AGENTES ANTIMICROBIANOS:

NITROIMIDAZOLES

Las drogas antimicrobianas ocupan un lu-
gar singular en la historia de la medicina. La
teoría de los gérmenes causantes de enfer-
medades fue el vehículo de una gran revolu-
ción en esta disciplina, así como los proce-
dimientos asépticos y las drogas antisépticas
fueron sus agentes. Las primeras drogas an-
timicrobianas sistémicas revolucionaron el
tratamiento de ciertas infecciones por pro-
tozoos, en especial la sífilis, pero se generó
una segunda etapa de grandes avances luego
de la aparición de la sulfamilamida y la pe-
nicilina (Nichols, 1999).

Entre los compuestos nitroheterocíclicos
con actividad biológica se incluye a nitrofu-
ranos y nitroimidazoles. El primer compues-
to nitroheterocíclico empleado en medicina
humana por sus propiedades antibacteria-
nas fue la Nitrofurazona, un derivado nitro-
furano. Durante las dos guerras mundiales,
este agente se utilizó en aplicaciones tópicas
para el tratamiento de quemaduras y heri-
das. El descubrimiento de estos efectos esti-
muló el interés hacia las drogas nitrohetero-
cíclicas como agentes quimioterapéuticos
(Raether y Hänel, 2003).

En los laboratorios Rhone-Poulenc de
Francia se obtuvo un extracto de Streptomyces
spp. el cual presentaba actividad contra
Trichomonas vaginalis. En dicho extracto se
identificó como componente a la Azomycina,
un nitroimidazol (2 nitro-1H-imidazol).
Este descubrimiento abrió el camino a la sín-

tesis química y pruebas biológicas de nume-
rosos nitroimidazoles.

Entre los primeros compuestos sintetiza-
dos se puede mencionar al Metronidazol, 1-
(2-hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol
(MTZ). Desde entonces y sobre todo entre
los años 1970 y 1975 se sintetizó una am-
plia variedad de 4- y/o 5-nitrocompuestos
con distintos sustituyentes en posición 1 y 2,
tales como Flunidazol, Ronidazol, Tinidazol,
Ornidazol, entre otros.

Metronidazol (MTZ) demostró ser acti-
vo tanto in vivo como in vitro no sólo con-
tra Trichomona vaginalis, sino también
Entamoeba hystolítica y Giardia lamblia,
agentes causales de la disentería amebiana y
síndrome de mala absorción respectivamente
(Zaat et al., 1997; Petrin et al., 1998). El
mismo reveló ser altamente eficaz frente a
una gran variedad de patógenos anaerobios
incluyendo bacterias gram-negativas como
bacteroides y gram-positivas como
Clostridium (Freeman et al., 1997). En la
actualidad MTZ es un medicamento relati-
vamente económico y altamente empleado
en el ámbito hospitalario no sólo en la pre-
vención de infecciones previo y posterior a
cualquier procedimiento quirúrgico sino
también como agente profiláctico contra
infecciones anaeróbicas luego de cirugías del
tracto intestinal, en el tratamiento de absce-
sos y colitis asociadas a Clostridium difficile
(Chambers, 2001). Además es un compuesto
eficaz en la terapia contra Helicobacter pylori,
la causa más importante de gastritis y factor
de riesgo de cáncer estomacal (Falagas et al.,
1998). MTZ es considerado por muchos
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como el antibiótico “standard” contra el cual
otros agentes con actividad anaeróbica de-
berían ser comparados (Raether y Hänel,
2003).

Compartiendo el mismo espectro tera-
péutico del MTZ se encuentran derivados
nitroimidazólicos tales como el Tinidazol
(TNZ), Ornidazol (ONZ) y Secnidazol, los
cuales son empleados mayormente en la te-
rapéutica de humanos. En cambio compues-
tos como Ronidazol, Ipronidazole y Dime-
tridazol son utilizados en diversas enferme-
dades parasitarias en el ámbito veterinario
(Ré et al., 1997). Básicamente todas las dro-
gas 5-nitroimidazólicas presentan actividad
contra una amplia variedad de protozoos
anaerobios como también bacterias anaero-
bias y microaerófilas. Y dado que penetran
con gran facilidad diversos tejidos tales como
huesos, articulaciones e incluso sistema ner-
vioso central, donde adquieren concentra-
ciones clínicas efectivas, estos derivados son
empleados en el tratamiento de infecciones
de oído, nariz, garganta, sistema respirato-
rio (pulmón y pleura), tracto gastrointesti-
nal, sistema urogenital, piel (dermatitis pe-
rioral, acné, rosácea), sistema nervioso cen-
tral, septicemia, endocarditis o trombofle-
bitis causadas por bacterias anaerobias obli-
gadas (Bacteroides, Clostridium, Helicobacter)
(Lamp et al., 1999; Raether y Hänel, 2003).

Entre los compuestos empleados en la
terapéutica humana, MTZ es el compuesto
de uso más extenso y aprobado en Estados
Unidos por la FDA (Food and Drug
Admimistration) (Freeman et al., 1997). Por
su parte en este mismo país recientemente
se ha aprobado la licencia de comercializa-
ción para TNZ, mientras que ONZ sólo se
considera su uso a nivel investigación para
determinadas patologías. Sin embargo, en
otros países y en especial en Latinoamérica,
TNZ y ONZ, conjuntamente con Secnidazol
y Nimorazol son ampliamente utilizados
(Gillis y Wiseman, 1996). La elección de una

droga respecto de otra depende de la longi-
tud del tratamiento terapéutico y el interva-
lo de administración necesario.

5-NITROIMIDAZOLES:
FARMACOCINÉTICA,

BIOTRANSFORMACIÓN
Y GENOTOXICIDAD

Los nitroimidazoles presentan una estruc-
tura química compuesta por un anillo imi-
dazólico en el cual un grupo nitro se ubica
en posición 5. Diferencias en los sustituyen-
tes presentes en N1 y C2 de este anillo le
confieren propiedades particulares a la mo-
lécula que se traducen en modificaciones de
su farmacocinética. Las formulaciones de
estos compuestos disponibles en el mercado
farmacéutico son oral, endovenosa, intrava-
ginal y administración tópica. Sin embargo
en la literatura los parámetros farmacociné-
ticos principalmente están referidos a la ad-
ministración oral y endovenosa (Raether y
Hänel, 2003).

Luego de su administración oral, estos
nitroimidazoles se absorben de manera rá-
pida y completa, presentando una biodis-
ponibilidad mayor al 90%. Es posible ob-
servar una concentración plasmática de 40-
51 mg/ml dentro de las 2 horas posteriores
a una dosis de 2 g por vía oral. Su unión a
proteínas plasmáticas o globulina es muy
baja, en promedio menor al 20% de la con-
centración plasmática total (MTZ 10%;
TNZ 12%; ONZ 15%). Presentan muy bue-
na capacidad de penetración tisular y am-
plia distribución en cuerpo y fluidos corpo-
rales. Esto permite que se alcancen concen-
traciones semejantes en plasma y otros teji-
dos, incluso sistema nervioso central y leche
materna (la concentración en placenta suele
ser relativamente menor) (Raether y Hänel,
2003; PR Vademecum, 2007). La vida me-
dia de eliminación (t 1/2) de cada compues-
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to en plasma depende de la naturaleza del
mismo, siendo en promedio para MTZ de
8 hs. y 14 hs. para TNZ y ONZ. Es decir,
TNZ y ONZ permanecen en plasma por
más tiempo, hecho que fundamenta la elec-
ción de éstos respecto de MTZ a la hora de
reducir frecuencia o dosis de administración
con el fin de obtener el mismo efecto anti-
microbiano (Lamp et al., 1999).

Los mencionados nitroimidazoles se
metabolizan principalmente en hígado por
medio de enzimas de la familia Citocromo
P 450 (CYP). En términos generales, el ca-
mino metabólico principal refiere la oxida-
ción de las cadenas alifáticas laterales de es-
tos compuestos, obteniéndose así metaboli-
tos oxidados (hidroxilados y acetilados). Par-
te de estos metabolitos y la molécula paren-
tal es conjugada (sulfato y glucurónico deri-
vados) eliminándose por vía urinaria y he-
ces junto con aquellos metabolitos libres. Los
datos hallados en la literatura respecto de
TNZ son discordantes. Se indica que TNZ
es metabolizado en menor grado que MTZ
y ONZ previo a su eliminación; aunque sí
se han detectado metabolitos hidroxilados,
N-oxidados y de migración del grupo nitro
(Espinosa-Aguirre et al., 1996; Bendesky et
al., 2002; Raether y Hänel, 2003).

En los organismos anaerobios y microae-
rófilos el grupo nitro de estos agentes qui-
mioterapéuticos se reduce dando un radical
aniónico altamente reactivo (Freeman et al.,
1997; Gardner y Hill, 2001) , que por suce-
sivas reducciones enzimáticas conducen a la
formación de hidroxilamina y amina prima-
ria (Edwards, 1993), formándose radicales
tóxicos capaces de reaccionar directamente
con componentes celulares esenciales (ADN
y otras biomoléculas vitales) inhibiendo el me-
canismo de respiración microbiano (Raether
y Hänel, 2003).

Datos hallados en la literatura indicarían
que, si bien el primer paso metabólico es la

formación de un radical anión nitro, en pre-
sencia de oxígeno este radical sería reoxidado
con la consiguiente generación de anión
superóxido. Este ciclo denominado “ciclo
fútil” sería el generador de especies activa-
das del oxígeno sin pérdida de la molécula
parental. Posteriormente, luego de la forma-
ción del anión superóxido, en presencia de
SOD (superóxido dismutasa) y trazas de
iones metálicos como Fe2+ y Cu2+, se lleva-
rían a cabo reacciones que conducirían a la
formación de radical hidroxilo (Ré et al.,
1997).

La actividad genotóxica de los distintos
nitroimidazoles se ha estudiado por medio
de diferentes ensayos in vivo e in vitro. Par-
ticularmente MTZ es el compuesto sobre el
cual la mayor parte de estas investigaciones
han detenido su atención. MTZ demostró
ser un potente mutágeno en sistemas bacte-
rianos aunque menos en sistemas eucariotas
(Dobías et al., 1994; Espinosa-Aguirre et al.,
1996). Se ha indicado que es capaz de unir-
se y dañar al ADN (Tocher y Edwards,
1994), inducir roturas de simple y doble
cadena preferentemente en clusters de ade-
nina timina (Edwards, 1993), formar aductos
con citosina y guanina, causar sustitución
de pares de bases de tipo GCÆCG y rotura
de la cadena de ADN (Trinh y Reysest,
1998). Los productos derivados del meta-
bolismo de MTZ (principalmente su hi-
droxiderivado) también han mostrado acti-
vidad mutagénica en bacterias (De Meo et
al., 1992).

La actividad clastogénica observada por
MTZ podría ser el resultado de rupturas en
la cadena de ADN no reparadas que se ex-
presarían a nivel cromosómico como pro-
ducto de la mitosis celular (Horváthová et
al., 1998). En estudios desarrollados in vivo
e in vitro utilizando biomarcadores citoge-
néticos se concluyó que MTZ induce un
marcado incremento de aberraciones cromo-
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sómicas y anafases anormales en células de
la línea CHO y de micronúcleos en linfoci-
tos de sangre periférica y médula ósea de
ratón (Mudry et al., 1994). Otras investiga-
ciones realizadas en roedores evidenciaron
un incremento de aberraciones cromosómi-
cas y micronúcleos, infertilidad en machos,
incremento de muertes postimplantaciona-
les y la inducción de dominantes letales en
las condiciones de ensayo (Mudry et al.,
2001; El-Nahas y El-Ashmawy, 2004).

Los resultados obtenidos a través de es-
tudios de genotoxicidad en poblaciones hu-
manas expuestas son desconcertantes (IARC,
1987), ya que se reporta ausencia de respues-
ta mutagénica o clastogénica (Dobías et al.,
1994; Fahrig y Engelke, 1997) así como in-
cremento en el daño a la molécula de ADN
(Elizondo et al., 1996; Menéndez et al.,
2001) y modificaciones en la cinética de
proliferación celular (CPC) (Carballo et al.,
2004).

Los ensayos de carcinogénesis realizados
en ratones tratados con MTZ demostraron
diferente susceptibilidad para el desarrollo
de cáncer de pulmón, así como un incremento
en la frecuencia de linfomas malignos, hepa-
tomas y tumores mamarios, pituitarios y
testiculares (Cavaliere et al., 1983; 1984). A
su vez también se han reportado efectos te-
ratogénicos en Drosophila melanogaster y
Rattus norvegicus (Mudry et al., 2001; Palermo
et al., 2004). De este modo existe evidencia
suficiente para considerar a MTZ como car-
cinógeno animal y en este sentido el IARC
lo ha clasificado como tal (World Health
Organization, WHO, 1999).

Se han realizado diferentes estudios epi-
demiológicos en humanos con el fin de eva-
luar el potencial efecto carcinogénico de
MTZ. Estos estudios se enfrentan a la difi-
cultad del seguimiento de la población ex-
puesta por períodos prolongados de tiempo
(IARC, 1987). Si bien en muchos de ellos

dicho seguimiento se ha realizado por pe-
ríodos que van entre 2,5 a 11 años, se sabe
que para muchos carcinógenos químicos
dicho período oscila entre 20 y 30 años
(Taningher et al., 1999). No obstante, exis-
ten otros estudios en los cuales el período
de observación es más extenso y los datos
obtenidos revelan un incremento significa-
tivo del riesgo de cáncer de pulmón luego
de 15-25 años del tratamiento con MTZ
(Beard et al., 1988) así como de neuroblas-
toma en niños expuestos durante la vida fe-
tal (Thapa et al., 1998).

TNZ y ONZ son compuestos desarro-
llados poco después de MTZ y comparti-
rían su actividad genotóxica, ya que sus pro-
piedades antimicrobianas y genotóxicas pro-
vendrían de la reducción del grupo nitro de
estos derivados (Dobias et al., 1994). Sin
embargo existe poca información acerca de
la capacidad de estos dos agentes de ocasio-
nar daño primario al ADN en dosis tera-
péuticas. Algunos autores han reportado in-
ducción de micronúcleos en médula ósea de
ratón y resultados positivos en Test de Ames
en cepas Salmonella typhimurium TA 100
(Gupta et al., 1996) y Klebsiella pneumoniae
(Voogd et al., 1977). Además se ha sugerido
que su actividad mutagénica sería dos veces
la de MTZ (Coulter y Turner, 1978) obser-
vándose un incremento de la misma luego
de la activación con S9 mix (Gupta et al.,
1996). La orina de pacientes bajo tratamien-
to con TNZ también mostró Test de Ames
positivo en Salmonella typhimurium TA 100
(Espinosa-Aguirre et al., 1996).

En cuanto a ONZ, los datos reportados
en la literatura acerca de su potencial geno-
toxicidad son aún más escasos. Este deriva-
do nitroimidazólico y sus metabolitos obte-
nidos de orina y sangre de pacientes bajo
tratamiento con esta droga mostraron acti-
vidad genotóxica aunque la misma sería
menor que la de MTZ (Cerna et al., 1990).
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MARCADORES BIOLÓGICOS
DE GENOTOXICIDAD
Y MUERTE CELULAR

Los derivados 5-nitroimidazólicos son com-
puestos ampliamente utilizados en la tera-
péutica mundial. Son agentes empleados
desde la infancia a la edad adulta, en el tra-
tamiento de infecciones causadas por micror-
ganismos anaerobios y microaerófilos así
como por protozoos anaerobios. Es decir, su
aceptación es tan amplia que son utilizados
en la mayoría de los servicios hospitalarios
en las unidades de pediatría, ginecología y
cirugía (Raether y Hänel, 2003).

Sin embargo estos derivados imidazólicos
constituyen en nuestro medio un claro ejem-
plo de compuestos que, siendo considera-
dos inocuos, exhiben efecto genotóxico en
modelos experimentales. Si bien la Agencia
Internacional de Investigación en Cáncer
(IARC) sostiene que existen evidencias sufi-
ciente para considerar al MTZ como carci-
nógeno en modelos animales, los datos so-
bre la carcinogenicidad en humanos son
ambiguos (Bendesky et al., 2002).

En el presente trabajo se seleccionaron
los tres nitroderivados de mayor importan-
cia en la terapia clínica, MTZ, ONZ y TNZ,
presentando los resultados obtenidos de una
evaluación de genotoxicidad a fin de contri-
buir con su caracterización. Para la selección
de las dosis a ensayar, se tuvo en cuenta las
concentraciones plasmáticas que se alcanzan
bajo condiciones terapéuticas. Por lo tanto
el barrido de concentraciones comprende
0.1, 1, 10 y 50 µg/ml de cultivo. Asimismo,
se ensayaron los controles correspondientes
teniendo en cuenta que las diluciones se rea-
lizaron en agua destilada estéril.

El sistema elegido para realizar la batería
de ensayos de cito y genotoxicidad fue el
cultivo de linfocitos de sangre periférica de
dadores sanos. Este tipo celular posee una
serie de ventajas como la homogeneidad de
la duración del ciclo celular, la estabilidad

del cariotipo (Preston et al., 1987) y la ex-
presión de oxidasas de función mixta como
sistema metabólico (Singh y Clausen, 1981).

Algunos biomarcadores tienen gran acep-
tación entre los especialistas, y se encuen-
tran validados por organismos internaciones
como ensayos indicadores de genotoxicidad.
La Agencia de Protección Ambiental de Es-
tados Unidos (EPA) ha publicado los pro-
tocolos validados para la realización de tales
ensayos y son los ejes referenciales en todo
el mundo para la comparación de datos pro-
venientes de distintas fuentes y el estableci-
miento de las características nocivas poten-
ciales de una sustancia (EPA, 2003).

Entre los biomarcadores considerados de
interés para la presente evaluación se citan:
Índice Mitótico (IM), Cinética de Prolife-
ración Celular expresada como Índice de
Replicación (IR), Intercambio de Cromáti-
des Hermanas (ICH) y Aberraciones Cromo-
sómicas (AC). A fin de realizar un diseño ex-
perimental integrado, se empleó la técnica de
tinción diferencial FPG (Fluorescence plus
Giemsa) descripta por Perry y Wolff (1974),
adicionando al cultivo de linfocitos BrdU
(Bromo deoxiuridina).

Asimismo, para relacionar el potencial
efecto citotóxico inducido por MTZ, ONZ
y TNZ con procesos de muerte celular, se
analizaron diferentes marcadores del proceso
apoptótico: a) análisis de la fragmentación de
ADN por electroforesis en gel de agarosa
(Miller et al., 1988); b) caracterización mor-
fológica y viabilidad celular por tinción con
naranja de acridina (NA) y bromuro de etidio
(BE) y observando con microscopio de fluo-
rescencia (Cohen y Duke, 1992); y c) análi-
sis del contenido de ADN hipodiploide por
citometría de flujo, utilizando una solución
hipotónica de ioduro de propidio (Nicoletti
et al., 1991). Para esta evaluación se estable-
cieron cultivos de linfocitos de 48 hs. de in-
cubación y las concentraciones ensayadas de
cada uno de los nitroderivados fueron 10 µg/
ml, 50 µg/ml y 100 µg/ml.
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RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Desde el punto de vista de la salud los po-
tenciales riesgos carcinogénicos asociados a
un agente terapéutico deben ser considera-
dos frente a los beneficios que se obtengan
de cada tratamiento individual. Los com-
puestos químicos pueden interactuar direc-
ta o indirectamente sobre el ADN, produ-
ciendo cambios que afecten el funcionamien-
to celular y que a largo plazo causen trastor-
nos en la salud, particularmente transforma-
ciones malignas. De ahí la importancia de
detectar dicha acción sobre el material gené-
tico en sus etapas iniciales (Tucker y Preston,
1996).

Según reportes de la literatura IM e IR,
conjuntamente con otros marcadores bioló-
gicos son indicadores adecuados de la proli-
feración celular en estudios de genotoxici-
dad. Se los considera marcadores útiles y
sensibles para determinar la acción citotóxi-
ca y citostática de diversos contaminantes
ambientales y agentes terapéuticos (Carrano
y Natarajan, 1998). Por su parte, IR es un
parámetro que permite diferenciar drogas
que inducen muerte celular de aquellas que
inducen un efecto citostático por detener el
ciclo celular en alguna de sus fases (Rojas et
al., 1993). En nuestras condiciones de en-
sayo, la evaluación de la capacidad prolife-
rativa evidenció que ONZ, MTZ y TNZ
inducen una disminución estadísticamente
significativa (ANOVA p<0,001) de la fre-
cuencia de mitosis. Este efecto citotóxico
exhibió un comportamiento dependiente de
la dosis (r2 ONZ= 0,95; r2 MTZ=0,96; r2

TNZ=0,94) (Fig. 1). Paralelamente, el aná-
lisis de los resultados obtenidos sobre la
cinética de proliferación celular, expresado
como IR, determinó que la adición de ONZ,
MTZ o TNZ al cultivo de linfocitos no pro-
duce modificaciones estadísticamente signi-
ficativas de la velocidad del ciclo celular con
respecto a los valores control (ANOVA
p>0,05) (datos no presentados). Por lo tan-

to, la ausencia de un comportamiento
citostático sugiere que la citotoxicidad in-
ducida por ONZ, MTZ y TNZ estaría rela-
cionada a procesos de muerte celular.

La frecuencia de ICH es una de las técni-
cas básicas empleadas en dosimetría bioló-
gica para evaluar la respuesta citogenética a
la exposición a agentes químicos (Tucker y
Preston, 1996). En nuestras condiciones
experimentales se observó un incremento
estadísticamente significativo (ANOVA
p<0,001) de la frecuencia de ICH en culti-
vos expuestos a distintas concentraciones de
ONZ, MTZ y TNZ respecto de la frecuen-
cia registrada en cultivos control (Fig. 2). A
su vez, la valoración del coeficiente de co-
rrelación entre este biomarcador y las con-
centraciones de los derivados indicó que exis-
te una correlación lineal para cada uno de
ellos (r2 ONZ= 0,95; r2 MTZ=0,98; r2

TNZ=0,97). De lo expuesto se concluye que
bajo las condiciones ensayadas los tres deri-
vados nitroimidazólicos inducen inestabili-
dad cromosómica.

Las AC son cambios en la estructura cro-
mosómica, resultado de ruptura o intercam-
bio de material cromosómico y tradicional-
mente se las reconoce como un importante
biomarcador de exposición humana a radia-
ciones ionizantes y agentes químicos consi-
derados genotóxicos (Natarajan, 2002). Los
resultados obtenidos en nuestra evaluación
se expresan en la Fig. 3. Allí se observa que
ONZ, MTZ y TNZ indujeron un incre-
mento estadísticamente significativo en el
porcentaje de células con aberraciones cro-
mosómicas en todas las concentraciones en-
sayadas (ANOVA p<0,001). Particularmen-
te, se observó que el tipo de aberraciones
cromosómicas detectadas corresponde en su
mayoría a roturas de tipo cromátide. Asi-
mismo, el tratamiento con los diferentes ni-
troimidazoles exhibió un comportamiento
lineal dosis-respuesta (r2 ONZ = 0,95; r2

MTZ= 0,92; r2 TNZ= 0,89).
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Figura 1. Evaluación de Índice Mitótico en cultivos de linfocitos de sangre periférica
expuestos a distintas concentraciones de MTZ, ONZ y TNZ durante 72 horas a 37°C.

Figura 2. Frecuencia de Intercambio de Cromátides Hermanas (ICH) en cultivo de linfocitos de san-
gre periférica expuestos a distintas concentraciones de MTZ, ONZ y TNZ durante 72 horas a 37°C.
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Al realizar un análisis comparativo de los
tres derivados nitroimidazólicos para cada
uno de los dosímetros biológicos evaluados,
se observa que no existe un comportamien-
to diferencial entre MTZ, ONZ y TNZ para
IM, IR e ICH. La evaluación comparativa
del último biomarcador, AC, sugiere que
ONZ y TNZ no presentan diferencias esta-
dísticamente significativas entre sí en cuan-
to a la inducción de daño al material genéti-
co. En particular, MTZ exhibe un compor-

tamiento semejante a ambos para las dosis
evaluadas excepto la mayor de ellas (50 µg/
ml), donde este compuesto induce un ma-
yor efecto clastogénico (U-Test p=0,01) (Fig.
3).

En este punto podemos sugerir que MTZ,
ONZ y TNZ inducen un efecto citotóxico
el cual podría estar relacionado con muerte
celular. Esta hipótesis adquiere mayor fuer-
za al considerar el incremento del daño ge-
notóxico observado y expresado como AC.

Este comportamiento podría vincularse a la
interacción directa del xenobiótico con el
ADN o a la acción indirecta del mismo so-
bre biomoléculas relacionadas tales como
enzimas o diversas proteínas. De hecho,
muchos de los eventos que dan lugar a pér-
didas de material genético en mitosis o aque-

llos que inhiben la normal segregación del
mismo en anafase, son inductores de muerte
celular (Tucker y Preston, 1996). Por lo tan-
to, en este contexto hemos decidido evaluar
el mecanismo de muerte celular por medio
de diferentes indicadores.

Figura 3. Porcentaje de células con aberraciones cromosómicas (AC) en cultivo de linfocitos
humanos expuestos a distintas concentraciones de MTZ, ONZ y TNZ durante 72 horas a 37°C.
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La apoptosis se describe como el resulta-
do de numerosos eventos morfológicos y
moleculares. La mayor parte de los ensayos
para determinar la apoptosis están basados
en detectar sus evidencias morfológicas o la
visualizar el clivaje de ADN internucleoso-
mal (laddering) (Kravtsov et al., 1999). En
nuestro estudio, la electroforesis en gel de
agarosa del ADN de células tratadas con los
distintos nitroderivados permitió identificar
la degradación del mismo en fragmentos de
bajo peso molecular (nucleosomas y múltiplos
de oligonucleosomas). Este rasgo se observó
claramente luego de 48 hs. de incubación
con cualquiera de los agentes en estudio. Por
su parte los cultivos de células control no
presentaron dicha fragmentación de ADN
durante el mismo período de incubación (Fig.
4). Es decir que se registró una modificación

en el tiempo de aparición del laddering, ocu-
rriendo a tiempos más cortos en expuestos a
MTZ, ONZ y TNZ, que los observados en
forma espontánea para cultivos control. En
términos comparativos, no se observaron
diferencias en el patrón de fragmentación
de ADN inducido por los tres nitrocompues-
tos; sin embargo sí se observó una leve dife-
rencia entre las distintas concentraciones
ensayadas, siendo 100µg/ml la que presen-
tó mayor fragmentación (Fig. 4).

Dado que la sola presencia de fragmen-
tación de ADN no permite establecer la to-
tal participación de mecanismos apotóticos,
se llevó a cabo el análisis morfológico y de
viabilidad celular empleando microscopía de
fluorescencia. En los cultivos control se ob-
servó la presencia de células con citoplasma
intacto y núcleo con su estructura cromatí-

Figura 4. Fragmentación internucleosomal obtenida por electroforesis en gel
de agarosa (1,8%). a) Patrón de fragmentación de ADN espontáneo obteni-
do de cultivos control; b) Fragmentación de ADN de cultivos de linfocitos
tratados con ONZ (10, 50 y 100 µg/ml) a distintos tiempos de exposición
(24, 48 y 72 horas).

a)

Tiempo
 24 48 72 96

b)

Tiempo
24 48 72 24 48 72 24 48 72

ONZ 100 µg/ml ONZ 50 µg/ml ONZ 10 µg/ml
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nica organizada. Por el contrario, los cam-
bios morfológicos nucleares y citoplasmáti-
cos se observaron en los cultivos expuestos a
los distintos derivados. En ellos se eviden-
ciaron rasgos típicamente apoptóticos: dis-
minución del tamaño celular, condensación
de la cromatina, formación de agregados cro-
matínicos y fragmentación nuclear. También
se observó la aparición gemaciones citoplas-
máticas (blebbing) como consecuencia de las
alteraciones del citoesqueleto (Fig. 5). El
incremento de la concentración de cada uno
de los derivados coincidió con la aparición
de estas características morfológicas, como

así también con la disminución del porcen-
taje de viabilidad celular. Los cultivos expues-
tos presentaron un incremento estadística-
mente significativo del porcentaje de célu-
las no viables (muertas) respecto a los con-
troles (ANOVA p<0,001) (Fig. 6).

Las células apoptóticas dan lugar a pe-
queños fragmentos con menor contenido de
ADN que el correspondiente a la población
celular normal (diploide). Así empleando un
fluorocromo con afinidad específica por el
ADN (IP) y efectuando el análisis por ci-
tometría de flujo es posible identificar el ADN
hipodiploide correspondiente a las células que

Figura 5. Análisis morfológico de células mononucleares coloreadas con
naranja de acridina y bromuro de etidio. a) célula control; b) gemaciones
citoplasmáticas (blebbing) y condensación cromatínica inducida or TNZ
10 µg/ml; c) condensación cromatínica inducida por MTZ 50 µg/ml; d)
presencia de células viables con circularización nuclear y muerte celular
inducida por ONZ 10 µg/ml.
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entran en apoptosis (Sub G1) (Darzynkiewicz
et al., 1997). En la Figura 7 se observa el
incremento estadísticamente significativo de
la población hipodiploide en cultivos trata-
dos respecto de los cultivos control (ANOVA
p<0,001). Este comportamiento coincide
con los hallazgos anteriormente descriptos.

El análisis comparativo sugiere que el tra-
tamiento con dosis 50,0 y 100 µg/ml de
MTZ exhibe un mayor efecto apoptótico
respecto a ONZ y TNZ a la misma concen-
tración (U-Test p<0,005). Por su parte,
ONZ y TNZ no presentaron diferencias es-
tadísticamente significativas entre si (Figs. 6
y 7).

Por lo tanto, en las condiciones de ensa-
yo y como consecuencia del efecto cito y
genotóxico inducido por MTZ, ONZ y
TNZ, el proceso de muerte celular eviden-
ciado tendría características predominante-
mente apoptóticas. Éste se desarrollaría con
la misma cinética de aparición y guardando
un comportamiento dependiente de la do-
sis para los tres derivados evaluados. Proba-
blemente la reparación incompleta del daño
cromosómico generado esté asociada a la
activación de este programa de muerte celu-
lar. A su vez de todo lo expuesto se despren-
de que en nuestro diseño experimental,

Figura 6. Viabilidad celular en cultivo de células mononucleares expuestas
a distintas concentraciones de MTZ, ONZ y TNZ (10, 50 y 100 µg/ml)
durante 48 horas a 37°C mediante análisis con microscopio de fluorescen-
cia y tinción con naranja de acridina y bromuro de etidio.
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MTZ mostró un componente apoptótico
más acentuado.

La valoración de los cambios citogenéti-
cos in vitro es considerada el paso inicial
dentro de los procedimientos destinados al
asesoramiento de riesgo para agentes geno-
tóxicos. En el caso particular de los 5-nitro-
imidazoles, es probable que la actividad
antimicrobiana y genotóxica no puedan se-
pararse y que ambas estén mediadas por in-
termediarios comunes. Por lo tanto la eva-
luación a partir de biomarcadores de efecto
sigue siendo herramienta útil para determi-
nar los efectos tóxicos sobre el material ge-

nético e identificar carcinógenos potencia-
les con el fin de proteger la salud pública.
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