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RESUMEN. Se evaluó mediante la técnica de tinción ultravital con naranja de acridina el potencial del 
producto Bioplant para inducir reticulocitos micronucleados (RETsMN) en sangre periférica de ratones 
machos de la linea Cenp:NMRI. La sustancia se disolvió en agua destilada estéril, las dosis ensayadas fue- 
ron 0 3  ,l y 2 g k g  de peso corporal (pc) y se administró por vía oral en dosis única en un volumen de 10 
mLIkg pc para todos los grupos de tratamiento. La frecuencia de RETsMN se evaluó a las 48 h y 72 h 
post-administración. Se encontraron diferencias estadísticas significativas para p < 0,05 en el número de 
RETsMN en el grupo de tratamiento con Bioplant a la dosis de 2 glkg de p.c. en relación con el control con 
vehículo a las 48 h; además hubo una relación dosis-respuesta positiva, lo que permite concluir que la sus- 
tancia de ensayo mostró clastogenicidad en las condiciones de este experimento. 
SUMMARY."Geiiotoxic evaluation of Bioplaiit by ineans of the micronuclei assay in peripheral blood of male 
mice". The potential of Bioplaiit was assessed using ultravital staining technique with acridine orange to induce 
inicroiiucleated reticulocytes (MNRETs) in peripheral blood of male Cenp: NMRI mice. The substance was dis- 
solved in sterile distilled water; tlie assay doses were 0.5, 1.0 and 2.0 g/kg body weight (BW) and were adminis- 
tered in single dosis of 10 mL/kg (BW) for al1 the groups. The MNRETs rate was assessed at 48 h and 72 h pos- 
administration. Significative statistical differeiices were fouiid (p < 0.05) in tlie iiumber of MNRETs in the group 
treated witli Bioplant, 2.0 g/kg (BW), related to tlie coiitrol witli excipient at 48 Ii. A positive dosis-response rela- 
tion was obtained; tlius, we coiicluded tliat the test substaiice showed clastogenecity under the conditions this ex- 
periment. was carried on. 

INTRODUCCION 
Entre los sistemas clave con mamíferos i l z  vi- 

vo para detectar aberraciones cron~osómicas se 
encuentra la prueba de  micronúdeos, la que mi- 
de el potencial d e  una sustancia para inducir ro- 
turas croniosómicas o retrasos en la migración 
de  los cromosomas por alteraciories del huso 
niitótico 1. Los micronúcleos se determinan fiin- 
damentalmente e n  eritrocitos policromáticos en  
médula ósea de  roedores adultos expuestos a la 
sustancia de  ensayo por las vías apropiadas. 

Para mejorar la observación de los micronú- 
cleos, e n  1990 Hayashi 2 propuso un método de  
detección de  micronúcleos (MN) en  retic~ilocitos 
de  sangre periférica de ratones mediante la tin- 
ción con naranja de acridina (NA). Este ensayo 
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mostró resultados equivalentes e n  sensibilidad 
al método convencional que evalúa células d e  
médula ósea d e  roedores,  así como exhibió 
ventajas sobre el mismo, desde el punto de vista 
económico y ético, al lograr reducir el número 
de animales y refinar el procedimiento experi- 
mental, por lo que fue aceptado desde 1996 co- 
mo ensayo de elección para determinar el po- 
tencial gehotóxico de sustancias químicas 3 5. 

El Bioplant es un producto de  origen natural, 
sólido, en  forma de  polvo de  color carmelita y 
es utilizado como fertilizante e n  los cultivos de  
tomate, cebolla, ajo, pepino, habichuela, pláta- 
no, flores y arroz, aplicándose al suelo; al mis- 
mo se le atribuye la propiedad de  aumentar el 
rendimiento y la calidad de las cosechas. 
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Teniendo en  cuenta la posibilidad de exposi- 
ción del hombre a este producto, ya sea durante 
su producción, transporte, manipulación, aplica- 
ción o incorporación en la alimentación, así co- 
mo el efecto que pudiera tener sobre el ecosis- 
tema, consideramos importante contribuir a es- 
tablecer los márgenes de seguridad en el uso de 
dicha sustancia. 

Ese riesgo se evaluó a través de un ensayo 
genotoxicológico in vivo que detecta el poten- 
cial del Bioplant de inducir reticulocitos micro- 
nucleados (RETsMN ) en  sangre periférica de ra- 
tones de la línea Cenp:NMRI, según los procedi- 
mientos y la metodología descrita por Hayashi y 
el grupo de estudio colaborativo para el ensayo 
de micronúcleos en  Japón (CSGM?? 2. 

MATERIALES Y METODOS 
Animales 

Se utilizaron 30 ratones machos heteroxéni- 
cos de la línea Cenp:NMRI, dada su baja inci- 
dencia espontánea de RETsMN, alta sensibilidad 
a mutágenos clastógenos, y por contar con una 
amplia base de datos históricos 5; el uso de un 
solo sexo se debe a que el ensayo de micronú- 
cleos en  sangre periférica está validado sola- 
mente en ratones machos 6 y a no ser que haya 
marcadas diferencias en la toxicidad o metabo- 
lismo entre ambos sexos el uso de machos es 
suficiente para el ensayo de micronúcleos 7. LOS 
animales (8-12 semanas de edad y peso entre 
los 25 y 30 g), fueron suministrados por el Cen- 
tro Nacional para la Producción de Animales de 
Laboratorio (CENPALAB). 

Se mantuvieron a una temperatura de 21 t 2 
"C, humedad relativa entre un 40-70%, intensi- 
dad luminosa entre 200-250 Lux y ciclos de lu- 
z/oscuridad 12/12 horas 8. Los animales se aloja- 
ron en cajas de policarbonato modelo T-2, con 
encamado de bagazo de caña procesado y este- 
rilizado; recibieron dieta comercial EMO 1001 
(Alyco) para roedores, suministrada por el CEN- 
PALAB y agua de la pila apta para el consumo 
humano. Tanto la dieta y como el agua fueron 
esterilizados y el acceso a los mismos fue ad li- 
bitunz. Los animales se mantuvieron durante 10 
días en  cuarentena en las mismas condiciones 
ambientales que durante el ensayo. 

Todos los animales se identificaron indivi- 
dualmente mediante tatuajes e n  las orejas si- 
guiendo un código numérico. Las cajas se iden- 
tificaron por tarjetas en  las que se registró la si- 
guiente información: total de animales por caja, 
sexo, número de los animales, especie, línea, fe- 
clia de administración y de toma de muestras. 

Sustancias de control 
Control positivo 

Se utilizó ciclofosfamida (Asta Médica AG, 
Frankfurt, lote 035061), administrada en  dosis 
única de 40 mg/kg de peso corporal (p.c.) en  
un volumen de 10 mL/kg con ayuda de cánula 
para administración oral. Como disolvente se 
utilizó agua destilada estéril (condiciones de al- 
macenamiento: 10 "C). 

Control con vehículo 
La sustancia de ensayo se disolvió en agua 

destilada, por tanto esta se utilizó como vehícu- 
lo control. 

Soluciones de ensayo 
El Bioplant se se disolvió en agua destilada y 

se administró por vía oral en dosis única en un 
volumen de 10 mL/kg p.c. Las soluciones se 
prepararon inmediatamente antes de la adminis- 
tración a los animales de ensayo. Se prepararon 
tres dosis: alta media y baja, conteniendo 2 g/kg 
P.C., 1 ,O  g/kg p.c y 0,5 g k g  p.c, respectivamen- 
te. 

Para la selección de las dosis se tomó en  
consideración que el producto de ensayo está 
compuesto fundamentalmente por hormonas de 
origen natural y que en estudios previos de to- 
xicidad aguda por vía oral (Dosis Límite) reali- 
zado en ratones, no mostró efectos tóxicos 9. Se 
siguieron los criterios establecidos para seleccio- 
nar las dosis de sustancias sólidas no tóxicas, 
eligiendo para nuestro estudio tres niveles de 
dosis, una dosis máxima de 2,O g/kg p.c. y dos 
niveles de dosis inferiores que se corresponden 
con 1/2 y un 1/4 de la dosis máxima '0. 

Ensayo de rnicronúcleos 
Una vez finalizada la cuarentena, los anima- 

les se asignaron aleatoriamente en número de 
cinco animales por grupo de tratamiento. 

- Grupo 1: Control Positivo 

- Grupo 11: Sin Tratamiento 

- Grupo 111: Control con Vehículo 

- Grupo IV: Dosis Alta de Bioplant ( 2,O g/kg 
p.c.> 

- Gtupo V: Dosis Media de Bioplant (1,O g/kg 
p.c.> 

- Grupo VI: Dosis Baja de Bioplant ( 0,5 g/kg 
p.c.> 

Se tomaron muestras de sangre a las 48 y 72 
h post-administración a los animales de todos 
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los gixipos de tratamiento, exceptuando los del 
giupo control positivo, de los que sólo se toriia- 
ron inuestras a las 48 11. 

La preparación de las láriiinas, toma de las 
muestras y titición se realizaron acorde a la téc- 
nica descrita por Hayaslii et al. 2. Se niontaron 
dos láriiinas por a~iiriial y se codificaron de for- 
nia tal que se garantizara la lectura a ciegas de 
las misnias. Se contaron 1000 reticulocitos por 
lá~iiiria (2000 por aniriial), registrándose los 
RETsMN. 

La observación se hizo en un microscopio 
OLYMPUS de fluorescencia (Modelo BHF) con la 
combinación de un filtro azul excitador de 480 
nm y un filtro barrera amarillo-naranja 515 nm. 
Se evaluó con un aumento total de 400x. 

El potencial de inducción de RETsMN se de- 
terminó comparando la frecuencia de RETsMN 
de los grupos con tratamiento respecto a la del 
control con vehículo usando ANOVA de un fac- 
tor, paramétrico y no paramétrico. La relación 
dosis-respuesta se analizó por medio de una 
pnieba de tendencia lineal. El análisis estadísti- 

co se realizó haciendo uso del paquete estadísti- 
co SPSS versión 6.1.3. La respuesta se consideró 
positiva para valores de de p < 0,05. 

RESULTADOS Y DISCUSION 
Todos los animales concluyeron el estudio 

vivos y en buen estado de salud; por lo que se 
pudo evaluar toda la población correspondiente 
a las diferentes dosis. 

El porcentaje de RETsMN a las 48 h en  el 
grupo 11 (frecuencia espontánea), fue de 0,21%; 
dicho valor se encuentra dentro el rango repor- 
tado para animales no tratados de la especie y 
línea NMRI 1 1 ~ 2  . 

El porcentaje de RETsMN para el control po- 
sitivo fue de 3,2%, el cual mostró un incremento 
con significación estadística respecto al control 
con vehículo; este último osciló en  un rango de 
0-2 RETsMN/1000 reticulocitos con una media 
de 1,4 RETsMN/1000 reticulocitos (0.14%), cum- 
pliéndose con otros de los criterios de validez 
del ensayo (Tabla 1). 

GRUPO 
Porc.("/o) ' 

P RETsMN P 
72 h 

- -  

Control positivo 3,2 

Control sin tratamiento 0,21 

Control con vehículo 0,14 

Bioplant 2 g/kg 0,27 

Bioplant 1 g/kg 02  

Bioplant 0,5 g/kg 0,14 

Tabla 1. Porcentaje de RETsMN en los animales tratados con Bioplant por vía oral. 
Significación estadística para p 10.05. 

Al compararse los gmpos de tratamiento en 
relación con el vehículo, se apreció que a las 48 
h la dosis alta mostró un incremento con signifi- 
cación estadística (p = 0,012). Esta diferencia se 
cumplió para las variables: frecuencia, logaritmo 
de la frecuencia y los valores transformados del 
porcentaje. La relación entre la dosis y la res- 
puesta tuvo un carácter lineal, lo que hace que 
se cumplan las condiciones para considerar la 
respuesta positiva. 

Podemos plantear que la sustancia de ensa- 
yo Bioplant administrada por vía oral a ratones 

de la línea Cenp: NMRI indujo clastogenicidad a 
la dosis de 2,O gíkg p.c. en  las condiciones de 
este estudio, por lo que recomendamos realizar- 
le a la sustancia de ensayo otras evaluaciones 
genotóxicas que detecten aberraciones cromo- 
sómicas, así como otra categosía de daño al ma- 
terial genético y si los niveles de exposición del 
producto de ensayo para el ser humano superan 
los 2,0 gíkg de peso corporal se debe monito- 
rear la población en función de la relación do- 
sis-respuesta observada. 
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