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Chromosomal aberrations in Allium cepa onion bulbs
induced by 4-aminoquinoline hybrid molecules.
Abstract. The toxicological properties of three hybrid
compounds, quinoline-thiazolidinone (FR-72and FR-121)
and acridin-epoxyisoindolindione (FR-154) were studied
by applying named compounds to the test of the roots
of Allium cepa onion bulbs. Molecules FR-72, FR-121 and
FR-154 were synthesized de novo according to described
synthetic protocols. Clean and healthy bulbs of A/ium
cpa (2n = 16), previously immersed in distilled water,
were dried with paper towels and placed directly into test
tubes filled with the test substance. The experiments were
carried out at room temperature 20 £ 2°C and were kept
in darkness. The period of exposure of bulbs was 120
hours; the roots used for the genotoxicity evaluation were
on average of 2 to 2.5 cm in length. The evaluation of the
effect of the three quinolinic molecules on the growth
of onion roots of Allium cepa bulbs was achieved using
different concentrations of the three growth parameters
(EC,, IM, ACs) The evaluated substances performed
aneugenic actions, operating at cellular and molecular
structure level and preventing the fixing of mitotic
spindle fibers, causing the movement of chromosomes
in the anaphase or loss of chromosomes, even inducing
apoptosis by exceeding the homeostatic capacity of the
cell. The preliminary analysis indicated that molecule FR-
121 at 10° M concentration and molecule FR-154 at 107
M concentration, proved to be potent phytotoxic agents
causing various claustogenic and aneugenic aberrations.
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4-aminoquinolines, chromosomal aberrations.
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Resumen. Se estudiaron las propiedades toxicolégicas de los tres
compuestos hibridos quinolin-tiazolidinona (FR-72 y FR-121), y acridin-
epoxiisoindolindiona (FR-154) aplicandolos en el test de las raices de
bulbos de cebolla Alium cepa. Las moléculas FR-72, FR-121 y FR-
154 fueron sintetizadas de novo segin protocolos experimentales
descritos. Los bulbos de Alium cepa 2n = 16) limpios y sanos,
previamente sumergidos en el agua destilada, se secaron con papel
toalla y se colocaron directamente en los tubos de ensayo llenos con
la sustancia a evaluar. Los experimentos se realizaron a temperatura
ambiente 20 + 2°C y se mantuvieron en oscuridad. El periodo de
exposicion de los bulbos fue de 120 horas y las raices que se utilizaron
para el montaje de genotoxicidad eran en promedio de 2 a 2.5 cm
de longitud. Ia evaluacién del comportamiento de las tres moléculas
quinolinicas sobre la inhibicién del crecimiento promedio de las rafces
de bulbos de cebolla Alinm cepa se realizé con los tres parametros
de bioactividad (CE,, IM, ACs) en diferentes concentraciones. Las
sustancias evaluadas pueden considerarse aneugénicas, ya que actiian
a nivel de estructuras celulares y moleculares e impiden la fijacion de
las fibras del huso acromatico, por ende ocasionan el desplazamiento
de cromosomas en anafase o pérdidas de cromosomas, llegando
incluso a ser inductoras de la apoptosis al sobrepasar la capacidad
homeostatica de la célula. El andlisis preliminar indicé que la molécula
FR-121 a concentracién 10° M y la molécula FR-154 a concentracién
10°M resultaron ser potentes agentes fitotoxicos provocando diversas
aberraciones claustogénicas y aneugénicas.

Resumo. Foram estudadas as propriedades toxicolégicas dos trés
compostos hibridos, quinolina-tiazolidinona (FR-72 e FR-121)
e hidroacridin-epoxiisoindolindiona  (FR-154) aplicando-os no
teste das raizes de bulbos de cebola Alium cepa. As moléculas FR-
72, FR-121 e FR-154 foram sintetizadas de #ovo de acordo com os
protocolos experimentais ja descritos. Os bulbos de A/ium cepa (2n
= 10) limpos e sadios, previamente imersos em agua destilada, foram
secos com papel toalha e colocados diretamente em tubos de ensaio,
cheios com a substancia de teste. Os experimentos foram realizados
a temperatura ambiente 20 * 2°C e mantiveram-se na escuridio. O
periodo de exposiciao dos bulbos foi de 120 horas e as raizes usadas
para a montagem de genotoxicidade tinham, em média, de 2 a 2,5 cm
de comprimento. A avaliagio do comportamento das trés moléculas
quinolinicas sobre a inibi¢do do crescimento médio das raizes de
bulbos de cebola Alium cepa foi realizada com os trés parametros
de bioatividade (EC,, IM, ACs) em diferentes concentragdes. As
substancias avaliadas podem se considerar aneugénicas, ja que
atuam ao nfvel de estruturas celulares e moleculares, e impedem o
estabelecimento de fibras do fuso acromatico, provocando assim o
deslocamento dos cromossomos na anafase ou perda de cromossomos,
chegando, inclusive, a serem indutoras da apoptose ao ultrapassar a
capacidade homeostatica da célula. A anélise preliminar indicou que a
molécula FR-121 em concentracio de 10 M e a molécula de FR-154
em concentra¢io de 10 M resultaram ser potentes agentes fitotdxicos
provocando varias aberracoes claustogénicas e aneugénicas.
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Introduccion

El nacleo quinolinico esta presente en diferentes
productos bioactivos, en particular
alcaloides, constituyendo una amplia familia de
compuestos conocidos por presentar propiedades
biolégicas  sobresalientes como  actividades
farmacologicas (farmacos) y acciones pesticidas

naturales

(agroquimicos) (1). De otro lado, los derivados
quinolinicos naturales y sintéticos suelen exhibir
propiedades citotoxicas que pueden afectar la
division celular de algunos organismos vivos
(2). Los bioensayos citotoxicos establecen una
conexién esencial entre las diferentes ciencias
naturales, desde la quimica organica hasta la
quimica ambiental y la ecotoxicologia. Debido a su
importancia bioldgica, social y econémica, se han
desarrollado gran variedad de pruebas toxicologicas
con una gran diversidad de organismos (3). Estas
pruebas permiten evaluar la biodisponibilidad de
contaminantes presentes en muestras compuestas
por mezclas complejas, valiéndose de las
respuestas a los distintos niveles de organizacion
biolégica, que van desde alteraciones bioquimicas
y moleculares, hasta disfuncién endocrina, y
modificaciones conductuales y fisiologicas (efectos
sobre crecimiento, reproduccién) (4). Las pruebas
toxicologicas pueden servir también para analizar
el grado de citotoxicidad de un compuesto natural
o sintetizado con un fin especifico (farmaco,
nuevo material o agroquimico, e#.). Dentro de esta
amplia variedad de bioensayos toxicolégicos se
encuentra el ensayo de toxicidad aguda con bulbos
de cebolla Allium cepa L., el cual permite evaluar la
inhibicién del crecimiento promedio de las raices,
determinando rapida y facilmente el efecto de las
sustancias organicas sobre el organismo vivo (5).

empleado las
propiedades estructurales de diferentes maneras
durante afios. Un aporte importante en su desarrollo
fue el trabajo reportado por Lipinski y colaboradores
sobre la aplicacion de “reglas” para el estudio
de descriptores moleculares que ha llegado a ser
sobresaliente (0), tanto en el campo de las ciencias

T.as clencias naturales han

medicinales (creaciéon de farmacos) como en el
campo de la agroquimica (preparacion de agentes
pesticidas). La regla de Lipinski (regla de “cinco”)
permite efectuar un analisis preliminar rapido de
las propiedades fisico-quimicas y estructurales de

compuestos que, de acuerdo con bases de datos
construidas por farmacos y agroquimicos, presentan
un patrén de las caracteristicas estructurales que
favorecen su absorciéon y reducen su perfil de
toxicidad (peso molecular (PM) = 500, logaritmo
de coeficiente de particiéon (Log P) < 5, namero
de aceptores de enlaces de hidrégeno (nON) =< 5
y numero de donadores de enlaces de hidrégeno
(nOHNH) = 5). Este tipo de parametros fisico-
quimicos y otros adicionales (solubilidad en agua,
volumen espacial, superficie polar molecular, ez.)
calculados 77 silico han demostrado ser utiles para
predecir las propiedades biologicas no soélo de
nuevos agentes farmacolégicos (6), sino también de
nuevas sustancias agroquimicas (7,8).

Teniendo en cuenta lo anterior y que el analisis
de citotoxicidad de nuevas sustancias organicas
es de suma importancia biologica, ecoldgica y
biomédica, en este trabajo se seleccionaron tres
nuevos compuestos heterociclicos del tipo hibridos
moleculares entre los sistemas de quinolina y
tiazolidinona (epoxiisoindolodiona) para el estudio
preliminar de sus propiedades toxicoldgicas sobre la
inhibicién del crecimiento de las raices de cebolla
Allium cepa.

En el presente trabajo se reportan, por primera
vez, y se discuten los resultados de toxicidad aguda
inducida por los hibridos 4-aminoquinolinicos FR-
72, FR-121 y FR-154 sobre la especie Alium cepa L.,
los cuales podrian ser ttiles en estudios agroquimicos
posteriores de este tipo de sustancias organicas, por
ende estos resultados pueden ser utiles tanto para
los quimicos organicos como para los toxicélogos
que investigan sobre los procesos biologicos de las
especies vegetales.

Materiales y métodos

Para el montaje de la prueba se siguieron los
lineamientos de los protocolos descritos (9-13). Los
bulbos de Aliium cepa 2n = 16) limpios y sanos,
previamente sumergidos en el agua destilada, se
secaron con papel toalla y se colocaron directamente
en los tubos de ensayo llenos con la sustancia a
evaluar.

Los bulbos eran libres de raices que previamente
hayan germinado. Se usaron controles positivos
utilizando DMSO (Dimetilsulfoxido) al 1% y 3%,



Restrepo et. all.

255

concentraciones hechas en las diluciones de los
compuestos heterociclicos FR-72, FR-121 y FR-
154 (Figura 1). Estos dltimos fueron preparados,
purificados y caracterizados espectroscopicamente
segun los protocolos previamente descritos (14, 15).

FR  72:  3-(2-((7-Cloroquinolin-4-il)amino)etil)-2-(3-
hidroxi-4-metoxifenil)tiazolidin-4-ona

Solido beige, rendimiento 56 %o; R = 04, pf
250-253 °C; IR (KBr): 3371, 2870”12), 1666,_,,
1574, em™. 'H-RMN (400 MHz, DMSO-d,,
Me Sl) é (ppm): 8.33 (2-H, d, ] = 5.5 Hz, 1H), 8.14
(5-H, d, ] = 9.0 Hz, 1H), 7.80 (8-H, d, ] = 2.1 Hz,
1H), 7.55(N-H, t, 1H), 7.46 (6-H, dd, ] = 9.0 Hz, |
= 2.0 Hz, 1H), 6.88 (5-H, d, ] = 8.3 Hz 1H), 6.84
(2-H,d, ] =2.0,1H), 6.77 (5-H,dd, ] = 8.2 Hz, | =
1.8 Hz, 1H) 6.29 (3-H, d, ] = 5.6 Hz, 1H), 5.79 (2-H,
s, 1H), 3.76 (OCH,, s, 3H) 3.82-3.62 (5-Ha y 5-Hb,
m, 2H), 3.59-3.52 (2”-Ha, m, 1H), 3.50-3.42 (1”-Ha,
m, 1H), 3.25-3.18 (1”-Hb, m, 1H), 3.39 (-OH, s,
1H), 3.01-2.94 (2”-Hb, m, 1H).”C RMN (100 MHz,
DMSO-d,, Me,Si), & (ppm): 171.0, 151.6, 149.6,
149.3,147.9,148.9,133.4,131.3,127.5,124.2, 123.7,
120.1, 117.3, 111.5, 110.7, 98.3, 62.9, 55.5, 55.4,
40.6,32.1. C, H, CIN.OS.

FR121:3-(2-((7-Cloroquinolin-4-il)amino)etil)-2-imino-
tiazolidin-4-ona

Solido blanco, rendimiento 78 %; Rf = 0.4, pf
182-185 °C; IR (KBr): 3329 ), 1619 _,, 1573
cm™. 'H RMN (400 MHz, DMSO d) o (ppm) 8 42
(2-H, d, ] = 5.3 Hz, 1H), 8.15 (5-H, d, ] = 8.9 Hz,
1H), 7.79 (8-H, d, ] = 1.3 Hz, 1H), 7.46 (6-H, dd,
J=1.3,89 Hz, 1H), 6.58 (3-H, d, ] = 5.3 Hz, 1H),
5.13 (5-Ha, d, | = 10.9 Hz, 2H), 4.37 (C=NH, s,
1H), 3.61 (2-H,t, ] = 6.7 Hz, 2H), 3.48 — 3.43 (1’-
H, m, 2H), 7.45-7.49 (NH, m, 1H). "C RMN (100
MHz, DMSO-d), 6 (ppm): 171.8, 158.3, 154.5,
152.3,149.3, 134.8, 129.2, 124.4, 121.7, 117.5, 99.2,
50.1, 46.5, 30.2. GC-MS: t, = 18.2 min. MS (EI)
m/z (%): 320 (M*, 65), 195 (100), 167 (50), 139
(35). C,,H,CIN,OS.
FR154: 2-(2-((6-Cloro-2-metoxiacridin-9-il)amino)etil)-
3a4,7,7 a-tetrabidro-1H-4, 7-epoxiisoindolo-1,3 (2H )-diona

Sélido amatillo, rendimiento 87 %, R, = 0.7; pf 115-
120 °G; IR (KBr): 3440, 1697 ., crn1 "H RMN
(400 MHz, DMSO-d)), 5 (ppm): 829 (4-H,d, ] =438
Hz, 1H), 7.85 (8-H, d, ] = 7.9 Hz, 1H), 7.81 (5-H, d, J

=1.5Hz,1H),7.54 (1-H, d, 1H), 7.40 (7-H, dd, ] = 1.5,
7.9 Hz, 1H), 7.31 (3-H, dd, ] = 1.5, 4.8 Hz, 1H), 6.88
(NH, s, 1H), 6.50 (5-H, s, 2H), 5.03 (4-H, s, 2H), 3.95
(OCH,, s, 3H), 3.83-3.82 (2>-H, m, 2H), 3.73 (I’-H, t, |
= 6.5 Hz, 2H), 2.76 (3*-H, s, 2H). "C RMN (100 MHz,
DMSO-d), 6 (ppm): 171.1 (2), 170.2, 145.2, 142.5 (2),
130.2, 128.7, 124.8, 123.97, 122.9, 114.8, 112.8, 112.6,
112.4,112.1,109.6,109.4, 108.3 (2), 55.4, 55.2, 51.7 (2).
GC-MS: t, = 35.0 min. MS (IE) m/z (%0): 449 (M™,
No detectado). C,,H, CIN,O,.

24" 720
OCH,
HO 8
cl
cl
H y 7
~ NN ~"N
N ‘ O/)\/S N | )\
HN
FR™121
FR72 cl O y o
)
N\/\N
N\ -
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Fig. 1. Compuestos hibridos heterociclicos de quinolina
y tiazolidinona (epoxiisoindolodiona), seleccionados
para el ensayo.

Los experimentos se realizaron con tres
repeticiones a temperatura ambiente 20 = 2°C y se
mantuvieron en oscuridad. El periodo de exposicion
de los bulbos fue de 120 horas, las raices que se
utilizaron para el montaje de genotoxicidad eran en
promedio de 2 a 2.5 cm de longitud.

Para la evaluacion genotdxica se cortaron las
raices y se sumergieron por 15 min. en HCI 6N.
Una vez transcurrido el tiempo de exposicion al
acido, se lavaron cuidadosamente tres veces con
agua destilada para eliminar el acido, se cortaron
los ultimos 2 o 3 mm de las puntas (de color mas
blanco) y se conservaron en tintura de orceina por
10 min. para su coloracion.

Finalmente, para la observacién microscéopica
se utiliz6 un microscopio marca Zeizz modelo
Axiostar plus con adaptador para microfotografia;
las puntas de las raices coloreadas fueron colocadas
en laminas porta objetos, cubiertas con una
laminilla y, con la proteccién de una servilleta,
fueron presionadas fuertemente sobre ellas con el
dedo pulgar (“Squash”), de tal manera que la punta

de la raiz exponga una capa fina del tejido vegetal.
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La observacion de las aberraciones cromosémicas
(16) y la determinacion del indice mitético (13) se
realizaron en el objetivo de 40X. El indice mit6tico
es el nimero de células que se encuentran en division
celular por 1000 células observadas (9).

Resultados

Concentracion Efectiva: Las raices de los
bulbos de cebolla fueron expuestas a las diferentes
concentraciones (107, 10¢ y 10”7 M) de las tres
evaluadas (FR-72, FR-121, FR-154)
para poder determinar la CE_ (o los porcentajes
de inhibicién). Los resultados obtenidos (Figura 2)
indican que para los compuestos FR-121, FR-154
y FR-72 a las respectivas concentraciones 10° M,
10° M y 107 M, el porcentaje de inhibicion resultd
superior al 50%, mientras que el porcentaje de
inhibicién del compuesto FR-154 a la concentracion
de 10° era inferior al 50 %. El compuesto FR-121
a la concentracién del0? M no era activo (cero de
inhibicion).

100% -
50%7 I

FR-12110-8

sustancias

Porcentaje de inhibicion

FR-12110-6 FR-7210-9 FR-13410-6 FR-13410-3

Concentracion (Molar)

Fig. 2. Concentracion efectiva basada en la longitud de
las raices de Alium cepa.

Indice Mitético: El IM de los compuestos FR-72,
FR-121, FR-154 en diferentes concentraciones fue
calculado utilizando la ecuacion 1 de acuerdo con el
procedimiento descrito (9).

Y 1)

nr n,, - nimero de células en divisién x 100

n,. - nuamero total de células

7,0

35 4

Indiice Mitético (%o)

0,0
FR7210-9 FR121109 FR12110-6 FR15410-3 FR15410-6 DMSO3% DMS0 1% AGUA

Concentraciones (Molar)

Fig. 3. Indice mit6tico de los compuestos FR-72, FR-
121, FR-154 y los controles en las concentraciones
evaluadas.

Los resultados de los compuestos FR-72, FR-
121, FR-154 y los controles en las concentraciones
evaluadas se registraron en la siguiente grafica
(Figura 3).

Los valores reportados de DMSO 3% y DMSO
1% corresponden a los controles positivos, el agua al
control negativo y de comparacion. El valor de 0 de
los compuestos FR-121 a la concentracién de 10¢ y
FR-154 a la concentracién de 107 indican que a estas
concentraciones no hubo suficiente desarrollo de
rafces para el montaje y por lo tanto no hay tejido para
el calculo de M.

Discusion

Es bien sabido que al exponer a hidrataciéon un bulbo
de cebolla (AZium sp.) se produce una estimulacion
del crecimiento de las células, lo cual permite la
elongacion de las raices de la planta. Sin embargo,
cuando la absorcion se lleva a cabo en presencia
de sustancias organicas o inorganicas toxicas la
division celular de los meristemas radiculares puede
inhibirse, ya sea retardando el proceso de mitosis
o destruyendo las células. Este tipo de alteraciones
generalmente impide el crecimiento normal de la
raiz y, por tanto, su elongacion (9).

Este efecto puede determinarse en forma
indirecta, mediante la comparacion de la elongacion
de las raices de cebollas expuestas al agente toxico.
La cuantificacion del efecto se realiza considerando
dos respuestas: 1. estableciendo el porcentaje de
inhibicién del crecimiento de las raices expuestas al
compuesto, respecto a la longitud promedio de las
raices del recipiente control y 2. con el diagnéstico
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microscopico, para establecer el indice mitético y las
aberraciones cromosomicas que se presenten.

Teniendo en cuenta que el objetivo principal en
la investigacion de nuevos agentes agroquimicos es
el desarrollo de compuestos activos con bajas dosis
efectivas, elevada selectividad y un impacto ambiental
minimo, el presente estudio de la citotoxicidad aguda
inducida por los hibridos 4-aminoquinolinicos FR-
72, FR-121 y FR-154 (Figura 1), se inici6 con el
calculo de algunos parametros fisico-quimicos para
estos compuestos, importantes en este tipo de
bioensayos.

Asi, con el fin de predecir el comportamiento
de las sustancias organicas sobre el crecimiento de
las raices de cebolla se obtuvieron los siguientes
parametros fisico-quimicos: la lipofilia (Log P) y la
solubilidad en agua (Log S) (Tabla 1).

Los resultados de los calculos mostrados en la
Tabla 1 demuestran que los compuestos analizados
FR-72, FR-121, FR-154 cumplen con cada uno de
los parametros establecidos por la regla de Lipinski
(6, 17). Asi mismo, la comparacion de los resultados
de solubilidad (Log S) de estos compuestos con
los wvalores calculados para la lipofilia (Log P)
refleja, como era de esperarse, una gran coherencia
al presentar una relaciéon inversa entre estas dos
propiedades. Los valores calculados de lipofilia y
solubilidad en agua son moderados y se encuentran
dentro de los apropiados para el estudio planeado
(18, 19).

Tabla 1. Parimetros de Lipinski* para los hibridos
4-aminoquinolinicos FR-72, FR-121, FR-154.

Compuesto  PM * Log P Log$S
(g/mol)

FR-72 429.9 3.33 -4.06

FR-121 449.9 3.72 -2.87

FR-154 320.8 2.09 511

* PM — peso molecular, P - coeficiente de reparticion, S -

solubilidad

Después del analisis de los parametros fisico-
quimicos calculados 7z sz/ico de los tres compuestos,
se procedio al estudio de sus propiedades biologicas,
determinando los siguientes parametros importantes
sobre el crecimiento de las raices de cebolla .A/Mium

cepa: la concentracion efectiva (CE,), el indice
mitético (IM) y las aberraciones cromosémicas
(ACs) los cuales se discuten a continuacion.

Concentracion Efectiva: L.a CE, | se define como
la concentraciéon de una sustancia que es capaz
de inhibir el 50% de alguna funcién medible con
respecto al comportamiento normal en agua
(control negativo). Al analizar los datos obtenidos en
nuestro experimento, se pudo llegar a las siguientes
conclusiones: 1. El porcentaje de inhibicion del
compuesto FR-121 ala concentracién 10 M fue muy
inferior al 50% de la longitud de las raices respecto
al control lo que indica que la molécula FR-121 a
esta concentracion no generd un efecto inhibidor
(carece del efecto fitotdxico), mientras que el
compuesto FR-72 a la misma concentracion exhibio
una inhibiciéon intermedia (60%) con respecto a
la longitud de la raiz del control. 2. El cambio de
la concentracion (10° M) del compuesto FR-121
provocé la inhibicién total (100%) del crecimiento
de las raices indicando que este compuesto es un
potente agente fitotoxico; el caso contrario fue del
compuesto FR-154 a la misma concentracion, el
cual mostrd una inhibicién baja (10%) de la longitud
de las raices con respecto a las raices del control. 3.
A la concentracién alta (10° M), la molécula FR-
154 inhibi6 totalmente el crecimiento de las raices
(100%).

Indice Mitético: El IM se define como el nimero
de células por unidad (normalmente 1.000) que
sufren mitosis durante un determinado periodo
de tiempo de exposicion (120 horas) y se utiliza
principalmente como estimaciéon de la velocidad
del crecimiento tisular. En términos generales,
valores del IM inferiores al wvalor del control
negativo (agua) indican alteraciones inhibitorias,
derivadas de las sustancias quimicas utilizadas en el
ensayo. Caso contrario, valores del IM superiores
al control negativo indican un incremento en
la division celular, mostrando un desorden en la
proliferaciéon celular evidenciando una sustancia
quimica con potencial para formaciéon de tejido
tumoral (106).

El valor del IM del control negativo (agua) era
de 6.7% (Figura 3). Aunque este valor es bajo, se
encuentra entre los rangos de condiciones normales,
es decir, la mayoria de las células se encuentran en
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interfase (= 90 %) (20). Sin embargo, los resultados
encontrados en los controles positivos (1% DMSO,
IM = 4.6% y 3% DMSO, IM = 3.9%) evidenciaron
sus efectos sobre los procesos de reproduccion
en las células de cebolla, observandose un mayor
efecto en DMSO al 3%, la mayor concentracion
utilizada como control positivo. Al analizar los
resultados obtenidos, se percibié una tendencia:
mientras la concentraciéon del compuesto evaluado
se incrementa, su IM disminuye, indicando una
inhibicién de la funcién mitética, por ende, una
clara accién inhibitoria sobre la division celular. Los
compuestos FR-121 y FR-72 a la concentracion
de 107 M mostraron valores de IM entre 5.5 y
5.6, respectivamente, lo que revela una leve accion
inhibitoria sobre el proceso mitético comparando
con el control negativo (agua). El compuesto FR-
154 a una concentracién de 10° M resultd ser mas
activo en la inhibiciéon (IM = 3.3). Los compuestos
FR-121 a concentracién de 10° M y FR-154 a una
concentracién de 10° M bloquearon totalmente el
proceso mitético (IM = 0) indicando una accién
toxica y destructiva en las células meristematicas de
la raiz de cebolla, demostrando una induccion a la
apoptosis por estos compuestos quimicos (21).
Elestudio microscépico delas células dela cebolla
con el compuesto FR-121 a una concentracion
de 10° M mostré que la mayoria de las células
fueron totalmente destruidas y muchas de ellas no
presentaron nucleos ni fases cromosomicas. El
efecto del compuesto FR-154 a una concentracion
de 10° M sobre los bulbos fue mas pronunciado

Tabla 2. Porcentajes de inhibicién del IM en cada
compuesto referente al IM del control.

Compuesto Concentracién (M) IM% Inhibicién

FR-72 10-9 5.6 16.42
FR-121 10-9 5.5 17.91
FR-121 10-6 0.0 100
FR-154 10-3 0.0 100
FR-154 10-6 3.3 50.75
DMSO 3% 3.9 41.79
DMSO 1% 4.6 31.34
Agua * 6.7 *

* No se reportan valores numéricos ya que el montaje control
con agua es el utilizado para obtener los comparativos en el
calculo de porcentaje de inhibicion.

y consistié en el bloqueo total de la germinacion,
evidenciando una alta fitotoxicidad.

Al hacer el comparativo del porcentaje de
inhibicién, como parametro de
considerando el IM de cada compuesto, se
contempla que aquellos IM que inhiben por encima
del 50% se consideran compuestos toxicos e
inhibitorios de la division celular (20). Los valores de
inhibicién obtenidos para los compuestos evaluados
se presentan en la Tabla 2.

Los resultados indican que los compuestos FR-
121 (a una concentraciéon de 10° M) y FR-154 (a
una concentraciéon de 10° M) fueron muy toxicos
con una inhibicién del 100% sobre el control. El
compuesto FR-154 a una concentracién de 10°¢
M inhibié en un 50.8% con respecto al control,
considerandose como téxico. La misma molécula a

evaluacion

una concentracién de 10°M sélo mostré inhibicién
baja (10%) a nivel radicular (Figura 2), pero exhibio
una alta toxicidad a nivel del IM (Tabla 2). Este hecho
puede deberse a posibles acciones horméticas, en la
que se manifiesta con un crecimiento estimulado a
bajas concentraciones (10° M) pero con dafios que
se revelan a nivel mitético al sobrepasar la capacidad
homeostatica de la célula generando la genotoxicidad (22).

Aberraciones Cromosoémicas: Las aberraciones
cromosomicas (ACs) se caracterizan por los cambios
cromosomales que pueden sufrir las estructuras
genéticas o el total de los cromosomas y pueden
generarse espontaneamente tanto por agentes
quimicos como fisicos. L.as ACs pueden ser inducidas
por varios factores como el rompimiento del ADN
o la inhibicién de la sintesis y replicacion del ADN
alterado. Muchas de las ACs son consecuencia de una
segregacion anormal de los cromosomas, generado
por la acciéon de agentes aneugénicos. En términos
generales, las ACs como puentes y rompimientos,
indican acciones clastogénicas, mientras que las
ACs como cromosomas errantes o perdidos,
mutilaciones, cromosomas pegajosos, multipolaridad
y C-metafase, resultan de efectos aneugénicos.
Cuando las alteraciones morfolégicas causadas por
la acciéon de los agentes quimicos ocurren en la
interfase nuclear se llaman aberraciones nucleares.
Generalmente, estas alteraciones se manifiestan
principalmente como nucleos lobulados, nucleos
desplazados, polinacleos y microntcleos. (16,
23, 24). Teniendo en cuenta lo anterior, el dltimo
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Tabla 3. Aberraciones encontradas en los extendidos evaluados.

Agente causante Imagen observada Cambios genéticos

FR-121
concentracion 10° M

Cromosomas pegajosos y estrellados

FR-121

concentracion 10° M Liberacion de cromosomas en profase

Cromosoma errante en anafase

Cromosoma errante en anafase tardia

Nucleo desplazado a la zona periférica

FR-154

. s Células con doble nucleo
concentracion 10° M

Macrocélulas con granulaciones en el
citoplasma y algunas anucleadas

Células amorfas con nucleos difusos,
granulaciones en el citoplasma con

pérdida de pared celular
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ensayo planeado en esta investigacion consistia en el
diagnoéstico al microscopio de las ACs.

El analisis de los cambios genéticos
(cromosémicas) de las células de la cebolla (Tabla
3) confirmé totalmente los resultados observados
del estudio sobre el IM (Figura 3): a medida
que aumenta la concentraciéon del compuesto, se
encuentran con mayor frecuenciay severidad eventos
de malformacién o aberracion cromosémicas. Al
observar los cambios genéticos se puede concluir
que las sustancias evaluadas tienen acciones mas
de aneugénicos, que actuan a nivel de estructuras
celulares y moleculares e impiden la fijacion de
las fibras del huso mitético, por ende, ocasionan
el desplazamiento de cromosomas en el anafase o
pérdidas de cromosomas. Esta accién se manifestd
en las aberraciones identificadas como cromosomas
pegajosos, cromosomas liberados tempranamente
o errantes en fases mas avanzadas. Asimismo, a
nivel nuclear, las anormalidades como polindcleos
son resultado de anafases multipolares asociadas
a adherencias cromosomales, generando células
inviables.

La presencia de “fases pegajosas” puede deberse
a un efecto causado por el compuesto seleccionado
sobre la estructura de la cromatina, bloqueando su
descondensacién, o ser el resultado de las mismas
roturas cromosémicas unidas por algin tipo de
ligasas.

Conclusion

Los tres compuestos, hibridos quinolin-tiazolidinona
(FR-72 y FR-121) y acridin-epoxiisoindolindiona
(FR-154) fueron sintetizados de novo y evaluados en
el test de la raices de bulbos de cebolla, analizando
los tres parametros del crecimiento (CE_, IM, ACs).
Los resultados obtenidos sobre la citotoxicidad
aguda en diferentes concentraciones indicaron que
el compuesto FR-121 a una concentracién de 10
M y el compuesto FR-154 a una concentraciéon de
10 ° M resultaron ser potentes agentes fitotdxicos.
Este tltimo compuesto a una concentracion de 10
M estimula una respuesta hormética manifestada
en los resultados de estimulaciéon radicular y
simultaneamente con una inhibicién del IM.

Las sustancias evaluadas tienen acciones mas
de aneugénicas, que actian a nivel de estructuras

celulares y moleculares e impiden la fijacion de
las fibras del huso mitético, por ende, ocasionan
el desplazamiento de cromosomas en anafase o
pérdidas de cromosomas, llegando incluso a ser
inductoras de la apoptosis al sobrepasar la capacidad
homeostatica de la célula. Todos los resultados
obtenidos establecen acciones inhibitorias de fases
mitéticas y, por ende, de reproduccion celular.

El monitoreo de nuevos estudios para puntualizar
estos resultados con nuevas series de compuestos se
estan realizando ahora en nuestros laboratorios que
permitiran identificar nuevos agentes agroquimicos.
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