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RESUMEN

Introduccién: Los anticuerpos monoclonales como Nivolumab han revolucionado el tratamiento del cancer al
potenciar la respuesta inmunitaria antitumoral. Sin embargo, sus posibles efectos citotoxicos y genotoxicos
fuera del organismo no se comprenden completamente, lo que genera dudas sobre su perfil de seguridad
integral. En este contexto, el modelo vegetal Allium cepa representa una herramienta ética, sensible y accesible
para evaluar dafios celulares a nivel citogenético, permitiendo un analisis mas completo del impacto de estas
terapias biologicas.

Objetivo: Evaluar la genotoxicidad y citotoxicidad de Nivolumab usando el modelo vegetal Allium cepa, a
través del analisis de alteraciones mitoticas y cromosomicas inducidas por diferentes concentraciones del
farmaco, comparadas con un control negativo basado en cloruro de sodio (NaCl).

Metodologia: Se disefido un estudio experimental empleando Allium cepa para evaluar la citotoxicidad y
genotoxicidad de Nivolumab a concentraciones de 2.5, 5y 7.5 mg/L en solucion fisiologica (NaCl 0.9%). Los
bulbos seran incubados a 19 °C por 72 y 120 horas, con renovacion diaria de soluciones. Se analizaran
parametros citogenéticos como indice mitdtico, frecuencia de células micronucleadas, aberraciones
cromosomicas y mitdticas, como buds nucleares, puentes cromosémicos, cromosomas pegajosos, nucleos
polares, c-mitosis, y asincronia del ciclo celular mediante microscopia y tincion especifica.

Resultados: Este articulo presenta tinicamente el protocolo; se espera que los resultados sean publicados en el
préximo numero.

Palabras clave: Nivolumab, anticuerpo monoclonal, A/lium cepa, genotoxicidad y citotoxicidad.

ABSTRACT

Background: Monoclonal antibodies such as Nivolumab have revolutionized cancer treatment by enhancing
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the antitumor immune response. However, their potential cytotoxic and genotoxic effects outside the organism
are not yet fully understood, raising concerns about their comprehensive safety profile. In this context, the plant
model Allium cepa offers an ethical, sensitive, and accessible tool to evaluate cellular damage at the cytogenetic
level, enabling a more thorough analysis of the impact of these biological therapies

Objective: To assess the genotoxicity and cytotoxicity of Nivolumab using the Allium cepa plant model, by
analyzing mitotic and chromosomal alterations induced by different concentrations of the drug, compared with
a sodium chloride (NaCl) negative control.

Methods: An experimental study was designed using Allium cepa to evaluate Nivolumab’s cytotoxicity and
genotoxicity at concentrations of 2.5, 5'y 7.5 mg/L in physiological solution (0.9% NaCl). The bulbs will be
incubated at 19 °C for 72 and 120 hours, renewing the solutions daily. Cytogenetic parameters such as mitotic
index, the frequency of micronucleated cells, chromosomal and mitotic aberrations, including nuclear buds,
chromosomal bridges, sticky chromosomes (chromosomal adhesions), polar nuclei, c-mitosis, and cell cycle
asynchrony will be analyzed through microscopy and specific staining techniques.

Results: This article presents only the protocol; the results are expected to be published in the next issue.

Keywords: Nivolumab, monoclonal antibody, Allium cepa, genotoxicity and cytotoxicity.

1. Introduccion

Los anticuerpos monoclonales (AcMs) también conocidos como “inhibidores de puntos de control
inmunolégico” son proteinas disefiadas para reconocer antigenos especificos en bacterias, virus o
células tumorales. Si bien, los inhibidores de puntos de control no destruyen las células cancerosas
directamente. Actian ayudando al sistema inmunitario a localizar y atacar mejor las células
cancerosas, independientemente de la parte del cuerpo en la que se encuentren (American Cancer
Society, 2025). Desde su aprobacion clinica en 1986, se han convertido en herramientas clave,
especialmente en oncologia. Actualmente, mas de 30 AcMs estan aprobados por la FDA, lo que
refleja su valor terapéutico (Bermudez et al., 2019; Carlos et al., 2021; Gutiérrez-Chavez et al., 2024).
Entre ellos, uno de los mas empleados en el tratamiento de linfomas, melanoma y otros tipos de
cancer es Nivolumab (Gunturi & McDermott, 2015). A pesar de su eficacia, se desconocen con
precision sus efectos citotoxicos y genotdxicos, lo que plantea riesgos potenciales para la
bioseguridad.

Como alternativa ética al uso de modelos animales, A/lium cepa esta consolidado como un modelo
vegetal eficaz para analizar la toxicidad celular. Consiste en exponer raices a sustancias quimicas y
evaluar alteraciones mitoticas y cromosomicas (buds, puentes, micronucleos, entre otras) mediante
tincion con aceto-orceina y observacion microscopica (Alias et al., 2024).

Por otro lado, y dada la creciente aplicacion clinica de AcMs, resulta esencial considerar su posible
impacto mas alla del entorno terapéutico. Aunque Nivolumab esta dirigido exclusivamente a
receptores humanos, evaluar sus efectos en modelos alternativos como Allium cepa permite
identificar reacciones celulares inespecificas que podrian pasar desapercibidas en ensayos
convencionales. Este modelo vegetal, por su sensibilidad y simplicidad, ofrece una via eficaz para
detectar alteraciones citotoxicas o genotoxicas con posibles implicaciones en etapas como la
produccion, el manejo o la disposicion final del farmaco. Ademas, frente a la eventual acumulacion
ambiental de estos biocompuestos tras su uso clinico, Allium cepa se posiciona como un sistema de
alerta temprana util para anticipar posibles riesgos ecoldgicos y apoyar una evaluacion integral de su
perfil de bioseguridad.

Es por todo ello que este estudio tiene como objetivo evaluar el posible efecto citotdoxico y genotoxico
de Nivolumab en Al/lium cepa, aportando evidencia sobre su seguridad celular y promoviendo el uso
de modelos alternativos en investigacion preclinica.
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2. Marco Teorico
2.1 Anticuerpos monoclonales y su uso en el cancer

Los anticuerpos monoclonales (AcMs), también conocidos como “inhibidores de puntos de control
inmunolégico”, son proteinas disefiadas para reconocer antigenos especificos en bacterias, virus o
células tumorales. Si bien estos inhibidores no destruyen directamente las células cancerosas, ayudan
al sistema inmunitario a localizar y atacar mejor las células malignas, sin importar su ubicacion en
el cuerpo (American Cancer Society, 2025). Desde su aprobacion clinica en 1986, se han convertido
en herramientas clave en oncologia, con mas de 30 AcMs aprobados por la FDA, reflejando su valor
terapéutico (Bermudez et al., 2019; Carlos et al., 2021; Guti¢rrez-Chavez et al., 2024). Entre ellos,
Nivolumab es uno de los mas empleados para tratar linfomas, melanoma y otros tipos de cancer
(Gunturim & McDermott, 2015). A pesar de su eficacia, se desconocen con precision sus efectos
citotoxicos y genotoxicos, lo que plantea riesgos potenciales para la bioseguridad.

Como inmunoterapia dirigida, ofrecen ventajas como mayor especificidad y menor toxicidad, y
pueden emplearse solos o en combinacion con tratamientos convencionales. Se clasifican segin su
origen en murinos, quiméricos, humanizados y humanos. Sin embargo, presentan desafios como
costos elevados, limitada penetracion en tumores solidos y riesgo de inmunogenicidad (Damian-
Blanco et al., 2023).

2.2 Nivolumab y su uso en el cancer

Nivolumab es un anticuerpo monoclonal humano tipo IgG4 que bloquea el receptor PD-1
(programmed death-1) presente en los linfocitos T, impidiendo su interaccion con los ligandos PD-
L1 y PD-L2. Estos ligandos, frecuentemente expresados en células tumorales y algunas células
normales, envian sefiales inhibitorias que reducen la actividad inmunitaria, permitiendo que el tumor
evada la respuesta del sistema inmune y favoreciendo la metéstasis. Al bloquear esta union,
Nivolumab elimina la sefial inhibitoria y restablece la funcion antitumoral de los linfocitos T,
potenciando asi la respuesta inmunitaria contra células cancerosas y limitando su crecimiento.
Debido a este mecanismo, se clasifica como un inhibidor de puntos de control inmunitario (immune
checkpoint inhibitor) y ha mostrado eficacia frente a diversos tumores, como linfomas, melanoma y
carcinoma escamoso de cabeza y cuello (American Cancer Society, 2025; Ferris et al., 2016; Gunturi
& McDermott, 2015; Paik, 2022; Carlos et al., 2021).

Es de destacar que, en pacientes con cancer avanzado, la administracion de Nivolumab a dosis baja
ha mostrado tasas comparables de supervivencia libre de progresion, respuesta objetiva y eficacia
antitumoral en relacion con la dosis estandar (3 mg/kg), a pesar de una menor exposicion sistémica.
Ademas, se ha descrito una menor incidencia de toxicidad de grado >3, asi como mejor calidad de
vida y menos efectos adversos, 1o que respalda su uso como una alternativa terapéutica eficaz, segura
y mas accesible (Gandhi et al., 2024).

Estos hallazgos se suman a la evidencia previamente documentada sobre los efectos terapéuticos
positivos de Nivolumab en distintos tipos de cancer, entre ellos:

Cancer de pulmoén resecable de células no pequeiias: mejora significativamente la supervivencia libre
de eventos en comparacion con la quimioterapia convencional, ademas de incrementar la tasa de
respuesta patologica completa, lo que sugiere mayor eficacia en la erradicacion tumoral antes de la
cirugia (Cascone et al., 2024).

Carcinoma renal avanzado previamente tratado: muestra mayor supervivencia global, mayor tasa de
respuesta objetiva y menor incidencia de efectos adversos graves en comparacion con everolimus
(Motzer et al., 2015).

Melanoma metastasico o irresecable en adultos y adolescentes: La combinacion de Nivolumab y
Relatlimab potencia la respuesta inmunitaria al bloquear puntos de control inmunolégico, logrando
una mayor supervivencia libre de progresion en comparacion con Nivolumab en monoterapia (Paik,
2022).

Céncer colorrectal metastasico MSI-H o dMMR: la combinacion de Nivolumab e Ipilimumab mejora

Pagina | 104



CIENCIA  ARO 2025 VOLUMEN 3 [Salud |

significativamente la supervivencia libre de progresion frente a Nivolumab solo (razon de riesgo:
0.62; p = 0.0003). Sin embargo, se estd escrito que a mayor frecuencia de efectos adversos con la
combinacion (81 % vs. 71 %), incluyendo eventos adversos graves (22 % vs. 14 %) y muertes
relacionadas con el tratamiento: dos por miocarditis y neumonitis en el grupo combinado, y una por
neumonitis en el grupo de Nivolumab solo (André¢ et al., 2025).

2.3 Allium cepa como modelo de prueba

La fitoevaluacién se basa en la sensibilidad de las plantas a compuestos quimicos, que pueden
provocar alteraciones fenotipicas y genéticas. Uno de los métodos mas utilizados es el test de Allium
cepa, un sistema sencillo, econdmico y sensible para detectar efectos mutagénicos, citotoxicos o
modificadores de la mitosis causados por agentes quimicos o fisicos (Tkachuk & Zelena, 2022).

La raiz, primera estructura en contacto con el entorno, contiene enzimas capaces de activar
promutagenos, lo que hace innecesarios sistemas de activacion externos. Esta caracteristica confiere
alta sensibilidad a las células meristematicas frente a compuestos mutagénicos (Tkachuk & Zelena,
2022).

El test de Allium cepa es altamente eficaz para evaluar citotoxicidad y genotoxicidad, mostrando
resultados comparables a modelos animales, pero con menor costo. Sus ventajas incluyen
cromosomas grandes y facilmente visibles al microscopio Optico, lo que facilita el analisis
citogenético de las alteraciones en la mitosis (Leme & Marin-Morales, 2009).

Cabe destacar que las alteraciones en el ciclo celular, mitosis o citocinesis reflejan efectos citotoxicos
0 genotoxicos, y se evaliian mediante el indice mitotico, la distribucion celular por fase mitdtica y la
presencia de aberraciones cromosomicas, clasificadas como:

o Clastogénicas: dafio estructural del ADN (puentes cromosémicos, fragmentos).
o Aneugénicas: errores en la segregacion (c-mitosis, cromosomas pegajosos, yemas nucleares).

Por su parte cambios en el indice mitético también indican interferencias mitdticas inducidas por
agentes toxicos (Leme & Marin-Morales, 2009). Entre las alteraciones genotoxicas mas comunes
estan los micronucleos, cromosomas dicéntricos o en anillo, bimitosis y desincronizacion del ciclo
celular. La c-mitosis, inducida por agentes como la colchicina o el anticuerpo monoclonal
Nivolumab, interfiere con el huso mitotico, causando errores en la division celular y aneuploidias
observables (Leme & Marin-Morales, 2009).

Allium cepa ha demostrado ser un modelo util para estudiar la organizacion de factores nucleares,
como el espliceosoma, cuya redistribucion responde a cambios fisioldgicos, lo que refuerza la
sensibilidad del sistema para evaluar efectos genotoxicos y citotoxicos de agentes como Nivolumab
(Cui & Moreno Diaz de la Espina, 2003).

Aunque Nivolumab esté diseniado para bloquear el receptor PD-1 en linfocitos T humanos, las células
vegetales de Allium cepa carecen de este receptor y su rigida pared celular limita la entrada de
macromoléculas como los anticuerpos monoclonales, por lo que no se espera una accion directa del
farmaco en este modelo (Rattanapisit et al., 2019). Sin embargo, la exposicion a Nivolumab puede
inducir efectos indirectos (como estrés celular o alteraciones mitdticas) posiblemente atribuibles a
excipientes de la formulacion farmacéutica o a interacciones inespecificas con componentes celulares
y estructurales. Por ello, la evaluacion citogenética en Allium cepa representa un enfoque pertinente
para detectar posibles efectos adversos independientes de los mecanismos inmunitarios especificos
del farmaco.

2.4 Anticuerpos monoclonales probados mediante el modelo en Allium cepa
En estudios previos, Allium cepa ha sido utilizado para investigar la metilacion del ADN en
cromosomas en metafase, utilizando anticuerpos monoclonales contra la 5-metilcitosina. Los

resultados mostraron una distribucion preferencial de la S5-metilcitosina en las regiones
heterocromaticas de los cromosomas, particularmente en las regiones teloméricas. Este hallazgo
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subraya la utilidad de Allium cepa para estudiar modificaciones en el ADN y su organizacion
cromosomica. De manera similar, el modelo A//ium cepa es adecuado para investigar los efectos
genotdxicos del Nivolumab, ya que permite observar como las alteraciones en la estructura genética
y la metilacion del ADN pueden ser inducidas por agentes externos como el Nivolumab,
proporcionando una vision detallada de los posibles cambios genéticos inducidos por este tratamiento
(Ruffini Castiglione et al., 1995).

3. Pregunta de investigacion

(E1 Nivolumab induce dafio genotoxico y citotoxico en Allium cepa?

4. Hipatesis

Nivolumab induce efectos citotoxicos y genotoxicos de manera dosis-dependiente en Allium cepa.
5. Objetivo

5.1 Objetivo general

Evaluar la genotoxicidad y citotoxicidad del AMNCs Nivolumab mediante el uso del modelo Allium
cepa.

5.2 Objetivos especificos

o Evaluar genotoxicidad y citotoxicidad en Allium cepa expuesta a cloruro de sodio (control
negativo).

o Evaluar genotoxicidad y citotoxicidad en Allium cepa expuesta a 2.5 mg de Nivolumab
disuelto en 1.0 L de cloruro de sodio

o Evaluar genotoxicidad y citotoxicidad en Allium cepa expuesta a 5 mg de Nivolumab disuelto
en 1.0 L de cloruro de sodio

o Evaluar la genotoxicidad y la citotoxicidad en A/lium cepa expuesta a 7.5 mg de Nivolumab
disuelto en 1.0 L de cloruro de sodio

o Comparar los resultados del efecto genotoxico y citotoxico de las diferentes dosis (2.5, 5y 7.5

mg) de Nivolumab con el grupo expuesto unicamente a cloruro de sodio (Control negativo).
6. Materiales y Métodos
6.1 Disefio del estudio
Estudio experimental.
6.2 Seleccion y preparacion de organismos
Se trabajara con cebollas de rabo (Allium cepa); se seleccionaran aquellas que se observen sanas y
de follaje verde intenso, cada organismo se lavara, se le retiraran las escamas exteriores de los bulbos
y se cortaran las raices, cuidando de no danar el disco germinativo, Figura 1 (Paik, 2022).
6.3 Soluciones de trabajo
Cloruro de Sodio (NaCl): suero de 1000 ml: componentes: 50 mg de glucosa en 1000 ml, 90 gramos

de cloruro de sodio en 1000 ml, agua para preparaciones inyectables.
Nivolumab. Ampula con 10 ml 100 mg/10 ml; solucion inyectable, Megabase (MB).
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6.4 Grupos de trabajo

Cada grupo estara conformado por 8 organismos, los cuales seran asignados al azar.
1. Control negativo: Cloruro de sodio (NaCl) (0.9% de 1000 ml).

2. Nivolumab 2.5 mg/L de NaCl

3. Nivolumab 5.0 mg/L de NaCl

4. Nivolumab 7.5 mg/L de NaCl

6.5 Procedimientos

De cada grupo se tomaran 4 ejemplares, los que se trabajaran hasta las 72 h y los 4 restantes hasta
haber transcurrido 120 h. Todos los organismos se colocaran en una incubadora para mantenerlos a
temperatura constante de 19 C°, esto durante el tiempo que dure el experimento.

Cada ejemplar de A/lium cepa se colocara en un tubo Falcon de 50 ml el cual contendra 35 ml de la
solucion correspondiente al grupo de trabajo, cuidando que el bulbo de la cebolla quede
completamente cubierto. En todos los organismos el contenido sera cambiado cada 24 h hasta las 72
h. Y 4 ejemplares por grupo serdn colocados en 35 mL de NaCl hasta completar las 120 h,
reemplazando el NaCl cada 24 h.

La cuantificacion y medicion de la longitud de las raices de todos los ejemplares se realizara cada 24
h hasta las 72 h, y de la mitad de ellos hasta las 120 h. La evaluacién del indice mitotico, el analisis
de la frecuencia de anormalidades de la mitosis y de las células micronucleadas se llevara a cabo a
las 72 h en 4 de los ejemplares de cada grupo y a las 120 h en el resto de las cebollas. Una vez
teniendo los resultados se llevaran a cabo las pruebas estadisticas para determinar el efecto citotoxico
y genotoxico de Nivolumab en Allium cepa (Figura 1).

6.6 Evaluacion de citotoxicidad

Este efecto se determinard mediante los siguientes parametros:

o Cuantificacion del nimero de raices nuevas
o Longitud de las raices nuevas; el cual se llevara a cabo con la ayuda de un vernier digital.
o fndice mitético (%): se calculara mediante la siguiente formula (1):

(Numero de células en mitosis (profase + metafase + anafase + telofase) / (1)

Numero de células contadas) x 100.

6.7 Evaluacion de genotoxicidad

Este efecto se determinara mediante los siguientes parametros:

o Alteraciones (buds, puentes, cromosomas pegajosos- adherencia cromosomica, retraso
cromosomico, nicleos polares) en las diferentes fases de la mitosis.

o Frecuencia de células micronucleadas.

6.8 Fijacion de raices

A las 72 y 120 horas de exposicion al NaCl y a las diferentes concentraciones de Nivolumab, se
seleccionaran 4 ejemplares por grupo en cada punto de tiempo. Las raices se cortaran cuidadosamente
con un bisturi, después de haber sido contadas y medidas. Cada muestra sera colocada en un tubo de
microcentrifuga de 2 mL (uno por organismo) y conservada en fijador Carnoy hasta su analisis.

6.9 Tincion de raices

Pagina | 107



CIENCIA  ARO 2025 VOLUMEN 3 [Salud |

Por organismo se recuperaran dos raices, las cuales se lavaran suavemente con agua destilada por 30
segundos. Luego se colocaran en un vidrio de reloj para posteriormente afadir unas gotas de acido
clorhidrico dejando reposar por 10 minutos. Posteriormente, se lavaran suavemente para afiadir unas
gotas de aceto-orceina y se dejaran durante 40 minutos y nuevamente se lavaran suavemente.
Después se pondran en un portaobjetos y se les colocara un cubreobjetos; de esta manera mediante
un squash se hara un extendido con la ayuda de un borrador de lapiz. Se conservaran en una camara
htimeda hasta su observacion, procurando no dejar pasar mas de 3 dias para su analisis.

3.-Expocicon
Manutencién a 20°C

_ 4 cjempl
Lavar, retirar escamas Yy 67:-]26 ]ﬁlgr:;fls 2%0}:0%-1‘31;130

_ cortar racies. NaCl0-9% / Nivolumab
Cuidar el disco germinativo

1.- Selccién de ejemplares
y conformacion de grupos

Control) 4.-Medicén de longitud -
NaCl0.9% deraciesc/24 h

Nivolumab (mg/L)
* 25 5.- Preparacion de las racices
: 32 Fijacion, Frotis por squash y analisis ‘
: microscopico (40x y 100x) A

2.- Preparacion de Soluciones

&

Figura 1. Diagrama de la Metodologia- 1. Seleccion de organismos: Se eligen ejemplares sanos y de tamafio
similar. Se realiza un lavado suave y se cortan cuidadosamente las raices, procurando no dafiar el disco
germinativo. 2) Preparacion de soluciones: Se preparan las soluciones correspondientes a cada grupo
experimental, incluyendo controles. 3) Exposicion al tratamiento: Los organismos se exponen a una de las
dosis seleccionadas o, en su caso, a NaCl al 0.9 % (control negativo), durante 72 o 120 horas, con recambio
diario de solucion cada 24 horas. Mantenerlos a 19 0 200 C. 4) Medicion de raices: Se mide la longitud de las
raices cada 24 horas hasta el momento del procesamiento. 5) Procesamiento citogenético: Se cortan las raices,
se fijan en solucion Carnoy, se prepara un frotis mediante la técnica de aplastado (squash), y se analiza al
microscopio. Se contabilizan 2,000 células por ejemplar y por dosis, registrando la frecuencia de alteraciones
citogenéticas, como células micronucleadas, puentes cromosémicos, c-mitosis, entre otras.

EE s

6.10  Analisis de las mitosis

Bajo el microscopio con objetivo 40x y 100x se observaran los frotis. Por organismo se cuantificaran
2000 células, y para calcular el indice mitdtico se registraran el nimero de células en cualquiera de
las fases de division celular (profase, metafase, anafase y telofase), asi mismo se contabilizaran las
alteraciones cromosomicas y la frecuencia de células micronucleadas, como se muestra en la Figura
2.
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¢ d
Figura 2. Cé¢lulas de raiz de cebolla (4//ium cepa). a) Profase, b) Puentes anafasicos, ¢) C-mitosis, d) Nucleo
lobulado, e) Telofase (*) y cromosoma vagabundo, f) Célula micronucleada. Tincién Aceto-orceina solucion
“B” para cromosomas (Hycel®). Microscopio ZEIZZ. Iméagenes donadas por Dra. Olivia Torres Bugarin
(Unidad Académica de Medicina, UAG).

7. Analisis estadistico

Los datos serdn analizados utilizando el software GraphPad Prism version 8.4 y se expresaran como
medias =+ error estandar. Se aplicara un analisis estadistico mediante ANOVA de una via, seguido de
la prueba post hoc de Tukey para identificar diferencias significativas entre grupos. Se considerara
como estadisticamente significativa una p < 0.05 (Casillas-Figueroa, 2020).

8. Discusion

Al concluir este experimento, se espera observar efectos citotoxicos y genotdxicos inducidos por el
Nivolumab, tanto a nivel macroscdpico como microscopico. En la medicion de raices cada 24 horas,
se anticipa encontrar diferencias en la longitud del crecimiento de raices entre los grupos tratados y
el grupo control, lo cual seria indicativo de posible efecto fitototoxico. Tras la fijacion, tincion con
aceto-orceina y observacion al microscopio, se espera identificar alteraciones citogenéticas como
puentes cromosomicos, adherencias, retrasos en la anafase, buds nucleares o células micronucleadas,
que son biomarcadores de dafio genético y permitiran evaluar el efecto genotoxico del anticuerpo
monoclonal. Estos resultados contribuiran a determinar si Nivolumab provoca alteraciones
citogenéticas en un modelo vegetal, aportando informacion 1til para futuras evaluaciones de
seguridad de este biofarmaco.

Aunque Nivolumab fue disefiado especificamente para bloquear el receptor humano PD-1, su
exposicion en células vegetales, las cuales carecen por completo de dicho receptor, y la posible
deteccion de alteraciones citogenéticas podrian sugerir que los efectos observados no se derivan de
su mecanismo inmunoldgico original. Por el contrario, es probable que estos efectos se deban a
interacciones inespecificas con procesos celulares esenciales, como la mitosis, ya sea a través de
mecanismos mecanicos relacionados con el gran tamafio de la molécula, o bien por la generacion de
radicales libres capaces de inducir estrés celular.

En este sentido, el uso de modelos vegetales como Allium cepa adquiere particular relevancia para
la evaluacion de bioseguridad. A pesar de que el blanco terapéutico de Nivolumab no esta presente
en organismos vegetales, su analisis en este sistema permite detectar efectos colaterales no previstos,
que podrian tener implicaciones importantes en su produccion, manejo o eliminacion. Esta vigilancia
cobra alin mas importancia si se considera la posibilidad de que anticuerpos monoclonales como
Nivolumab puedan liberarse al ambiente y acumularse en el ecosistema tras su uso clinico. En tal
caso, Allium cepa actuaria como una herramienta bioindicadora eficaz para anticipar riesgos
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potenciales para la salud ambiental y aportar informacion valiosa para una evaluacion toxicologica
mas completa.

Ademés, cabe sefialar que los mecanismos de division celular y la organizacion del citoesqueleto
estan altamente conservados entre organismos eucariotas. En consecuencia, cualquier interferencia
con estructuras clave como el huso mitético, los microtibulos o el sistema de segregacion
cromosomica podria provocar efectos genotoxicos similares en otros tipos celulares, aun en ausencia
del receptor diana. Esta hipotesis se ve reforzada por la experiencia previa con otros farmacos
disefiados para humanos (como la colchicina, el cisplatino o ciertos antibidticos) que, aunque no
estan dirigidos a estructuras vegetales especificas, han demostrado causar alteraciones mitdticas,
aberraciones cromosomicas y otros dafios celulares en modelos vegetales.

Dichos efectos suelen estar mediados por mecanismos alternativos, como la desestabilizacion del
citoesqueleto, la interferencia con proteinas esenciales o la induccion de estrés oxidativo. En este
contexto, la observacion de microntcleos, c-mitosis, puentes cromosémicos u otras anomalias en
Allium cepa tras la exposicion a Nivolumab no solo podria constituir una sefial de alerta sobre su
posible efecto inespecifico, sino que también plantearia la hipotesis de que otras lineas celulares
eucariotas podrian verse afectadas de forma similar. Por tanto, estos hallazgos no solo resultan
relevantes para comprender los posibles efectos colaterales de Nivolumab, sino que también
refuerzan la necesidad de evaluarlo bajo un enfoque mas amplio de bioseguridad y seguridad
ambiental.

9. Conclusiones

El presente estudio permitira la evaluacion del potencial genotoxico y citotdoxico del Nivolumab en
células meristematicas de Allium cepa, evidenciando alteraciones celulares estadisticamente
significativas, con una respuesta dependiente tanto de la concentracion como del tiempo de
exposicion. Se enfatiza la necesidad de investigaciones adicionales orientadas a la caracterizacion de
su perfil de seguridad, particularmente en tejidos no diana. Aunque Allium cepa constituye un
bioensayo vegetal ampliamente validado por su bajo costo, simplicidad metodologica y sensibilidad,
la principal limitacion del presente trabajo es el elevado costo del farmaco inmunoterapéutico, lo que
restringe el nimero de réplicas experimentales y concentraciones evaluadas.
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