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RESUMEN

El vanadio (V,0s) se encuentra en el medio por el uso de combustibles de tipo fosil
como el petréleo y de elementos como el carban que son utilizados para la oblencidn de
energia. La informacion relacionada a la genotoxicidad y al potencial carcinogénico del
V.05 es limitada. En relacion a sus efectos reproductivos, se ha reporlado que en
animales de laboratorio este metal en forma de metavanadato se acumula en la placenta
y es excretado en la leche. Por otro lado, es de gran interés la posibilidad de que este
metal sea ulilizado en el tratamiento de diabeles tipo 1 (insulina-dependiente), ya que las
sales de vanadio mimetizan in vilro muchas acciones de la insulina en varios tipos
celulares. £l vanadio y sus diferentes sales lienen efectos genoloxicos reportados en
diferentes sistemas de prueba por ejemplo: incrementa las frecuencias de aberraciones
cromosomicas, micronlcleos (en linfocitos humanos), e intercambio de cromatidas
hermanas (en células de ovario de hamster Chino). En éste estudio se evaluaron los
efectos genoldxicos y citotoxicos del vanadio, combinado con un agente como la cafeina
que es capaz de polencializar los efectos mutagénicos y Iletales de compuestos
genotodxicos. Se utilizd como sistema biologico de prueba los linfocitos humanos en
cultivo, cosechados a las 72 horas. Para obtener la tincion diferencial del intercambio de
cromatidas hermanas (ICH's), 24 horas después de iniciados los cultivos se les adiciond
hromodesoxiuridina (BrdU), se realizaron tres tratamientos de V,Os aplicados' en los
diferentes tiempos de division celular (0, 24 y 48 horas de haber iniciado los cultivos)
utilizando concentraciones de 2, 4 y 6 pg/ml, en combinacidn con cafeina (20 pg/ml). La

cafeina se adiciond a las cero (siembra), 24 y 48 horas de haber iniciado los cultives por



tratamiento. Se cuantifico la frecuencia de ICH's, el indice mitdtico (IM) y la tasa de
proliferacion linfocitica (TPL). Todas las evaluaciones se realizaron por duplicado y a

doble ciego en un microscopio optico.

Los resultados que se obtuvieron al aplicar el V,Oy en la concentracion de 6 pg/ml
mas cafeina a las cero horas, mostraron una disminucion significativa en el indice mitotico
(IM) y Iz tasa de proliferacion linfocitica (TPL.), se incremento. El mismo tratamiento pero
con cafeina a las 24 horas también modificod la TPL y con cafeina a las 48 horas se
observo una disminucion en el IM. Cuando el V.Q,, se adiciond a las 24 horas con cafeina
a las 24 y 48 horas, se observo un aumento en la TPL. Sin embargo, cuando el V,05 se
aplico a las 48 horas en combinacion con cafeina a las 24 horas se vio un aumento en ia
frecuencia de ICH's en |a concentracion mas alta de V,Os y al agregar la cafeina a las 48
horas de haber iniciado los cultivos en el mismo tratamiento este aumento se vio mas
marcado en las concentraciones de 4 y 6 pg/ml de vanadio, con respecto al indice
mitético  éste disminuyd en las 3 concentraciones de vanadic ulilizadas. En este
tratamiento  aumenté la TPL, lo cual quiere decir que el vanadio alarga el tiempo
generacional. Con todos estos resultados se concluyoé que [a citotoxicidad del vanadio no
se modifica por accion de la cafeina; probablemente e! vanadio inhibe |a fase de Gy del
ciclo celular, el efecto genotdxico del vanadio se observd cuando la cafeina fue aplicada
simultdneamente en el segundo ciclo de division, la cafeina inhibié los mecanismos de
reparacion de escision y posreplicativo en este modelo experimental, en donde el
mecanismo de escision juega un papel muy importante en la persistencia de las lesiones
del ADN.



1, INTRODUCCION

En el planeta se han identificado cerca de seis millones de compuestos quimicos
tanto naturales como sintéticos, de los cuales entre 70,000 y 80,000 son de uso cotidiano,
anexandose normalmente entre 500 y 1000 compuestos diferentes por aing. Dentro de los
agentes quimicos considerados como peligrosos tanta por el Programa de las Naciones
Unidas para el Medio Ambiehte (PNUMA), como por la Proleccion Ambiental de los
Estados Unidos (EPA), estan los melales ya que con el tiempo se ha demostrado su
toxicidad y los efectos adversos que ejercen sobre los organismos (Ortiz-Monasterio gt
al., 1987).

Los metales pesados se definen como elementos cuya densidad es superior a 5
gfem’ (Lenhinger, 1982). Dentro de los 109 elementos quimicos, 80 son clasificados
como metales, con lo cual estos vienen a formar la mayor parte de la quimica inorgénica.
Desde el punto de vista praclico, los mefales son identificados con base en fas
propiedades fisicas que presentan en estado solido, como son 1a reflexion, canductividad
eléclrica y térmica, sus propiedades mecanicas, magnéticas y su estructura cristalina
(Friberg y Nordberg, 1990).

Los metales son compuestos con un amplio rango de oxidacion, como los
inorgénicos (algunas sales), los compiejos metalicos o coordinados y los compuestos de
tipo organometalico o combinados. con otros metales. Cuando se disuelven en agua
muchos metales son capaces de disociarse en iones, elementos de tipo metalico, siendo
el mas comun el cation, aunque en ocasiones puede incluir el oxanién (Friberg y
Nordberg, 1990).

Una de las propiedades mas sobresalientes de los elementos metalicos es que 1o
son capaces de formar una amplia gama de compuestos jnorganicos, los cugles a pesar
de su variabilidad, estan clasificados en dos grandes grupos. los binarios y los
multielementales. De estos, los primeros son los que presenlan interés desde el punto de
vista toxicologico y tecnologico ya que dentro de- éstos se encuentran los oxidos y los



sulfitos, formas quimicas en las cuales la mayoria de los metales aparecen en la

naturaleza, ya sea en forma de minerales a como producto de los desechos industriales

(Friberg y Nordberg, 1990).

1. PAPEL DE LOS METALES EN EL ORGANISMO

Con el avance cientifico y tecnolégico entre otros aspectos, la contaminacion
ambiental se incrementa paulatinamente. Por ello, el ser humano se expone
constantemente a una gran cantidad de agentes contaminantes entre los que se
encuentran los inetales. Debido a que cada vez es mayor el contacto con estos agentes,
en los Gltimos afos ha aumentado el interés de estudiar los efectos a corto y largo plazo
que tienen los metales (especialmente los considerados como peligrosos (IARC, 1982)),

sobre los humanos y los animales (Fishbein et al., 1987)

Muchos de los metales tienen funciones biologicas importantes, formando en
la mayoria de los casos complejos con olras  moléculas, por ejemplo, las
metaloporfirinas (clorofila y hemo). La capacidad de la molécula de clorofila para
absorber la luz se relaciona con la estructura lipo polielileno del anillo de la porfirina. El
magnesio asociado al atomo de nitrogeno de los cuatro anillos pirrdliticos da rigidez a la
estructura molecular de la clorofila e incrementa la tasa de conversion del estado latenle-
exilado, lo cual resulta de la absorcion de fotones en la molécula para  ser

posteriormente transferidos a la cadena respiratoria (redox) (Lenhinger, 1982).

De igual manera, podemos mencionar el caso de las proteinas férricas no
hemicas como las ferreddxinas, las. moléculas bioldgicas. que contienen cobalte o
cobalaminas como fa vitamina B y a muchas enzimas aclivadas por estos elementos (por
ejemplo el Mg) o las llamadas metaloenzimas, de las que hay 50 diferentes (20 con zinc,

16 con cobre, elc.) (Lenhinger, 1982).

2. EXPOSICION A METALES
Cuando se realiza la evaluacion del efecto adverso de los melales sobre el

organismo, lo primero que sé debe tomar en cuenta es el mecanismo por el cual los
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metales y sus compuestos son incorporados al cuerpo y su blanco de accion como es el

caso del mercurio (Elinder el al , 1988).

Las caracteristicas fisicoquimicas de los metales presentes en los medios de
exposicion (aire, agua o alimentos) soh fundamentales para poder conacer su potencial
de absarcion y de retencion dentro del organismo. En la mayoria de los casos, [a yuta de
entrada mas comun de los metales es por inhalacidn, debido a que los metales en gran

parte se encuentran en la atmosfera como aerosoles y en algunos casos como vapores

(Aito, 1988).

En la industria, la exposicion a los metales en forma de vapor se limita a unos
cuantos gjemplos, como en el caso del mercurio o del niquel. La parte correspondiente a
los aerosoles tanto en ambientes laborales como cotidianos es la mas frecuente, ya que
existen muchas fuentes nélurales que junto con las actividades humanas se encargan de
formar y lanzar al ambiente estos aerosoles. En las plantas industriales donde se quema
carbon y se libera Pb, Cd, Zn, As, V, Niy el uso de gasolinas con plomo, cuyo consumo
provoca que los automotores emitan grandes cantidades de aerosoles con plomo a la
atmosfera, todo esto provoca que estos melales se acumulen y se vuelvan

contaminantes, tal es el caso del vanadio.

3. VANADIO

El vanadio pertenece at grupo V de los metales de transicion, dentro de los
cuales se incluyen el niobio y el tantalo (Phillips et al,, 1983), aparece en la naturaleza en
forma combinada en los estados de oxidacion -1, 0 +2, +3, +4 y +5,  se encuentra
ademas en forma deisotopo V¥ y V*' (Baroch, 1983; Phillips et al,, 1983).

Aunque el vanadio no es un contaminante comun en el ambiente se puede
encontrar en grandes cantidades representando de 100-200 partes por millon (ppm), con
una abundancia del 0.02% en la corteza tentestre, (160 ppm en la corteza continental y
250 ppm en el océano) en el suelo existe una concentracion que va de 5-140 mg/kg, en 1a
atmostera se encuentra de 30-400 nglm:’, en el agua de 4reas urbanas se puede
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enconrar aproximadamente 0.5 pg/l; en et agua de mar la concentracion aproximada es
de 2 pafl; en el agua potable hay 0.2-100 pg/l; en algunos alimentos de 1-100 pg/kg y en
fos fluidos corporales nammatmente contiene cerca de 100-200 ug (Byerrum, 1891). Sin
embargo, algunos organismos pueden acumular grandes cantidades de este metal, como
son los tunicados y fas acidia en las cuales existen concentraciones de mds de 2 gikg
(peso humedo) (TABLA 1) (Rehder, 1981).

Tabla 1. DISTRIBUCION DEL VANADIO

Océana (Pacifico) 16.0 ught

Agua dulce 1304

Agua polable 0.0-06 pph
Carbén-conlaminantes de s de 100 inglky
sedimentos de origen marino

Roca basaltica e ighea 150 markg

Petroleos, aceite cudo mas de 1g/kg

Acidia mas de 2a/kg (peso humerdo)
Ottos vertebrados 0.4 mglkg

Tejido (humano) 0.17-1uM

fnvertebrados 0.5-2.5 mglkg

Amanila muscarla mas de 1g/kg (peso seco)
Algas pardas 2 mghky (peso seco)

Olras plantas 0.1 - 5§ mgikg (peso seco)

Rehder, 1991,

Ef vanadio se puede encohlrar en el medio por efecto del uso de combustibles de
tipo fosil, como el petréleo y de elementos como el carbon que son utilizados para la
ohtencion de energia, dando como resultado su - acumulacion y produciéndose asf un
gran impacto en la salud humana (Sahbioni gt al, 1983). La forma mas comin del
vanadio en la extraccion, comercializacion y como desecho, es la pentavalente (como
pentoxido de vanadio), ésta es la mas toxica para los maimiferos (Hansen y Stern, 1984).

No existen datos de alleraciones producidas por deficiencias de este metal en el
hombre. £l vanadio ha mostrado ser esencial en la nutricion de algunos organismos
como los pollos y tas ratas (Hopkins y Mohr, 1974; Siemon et al., 1982), observéndose



que la eliminacion de este melal de la dieta produce alleraciones metabdlicas importantes
(Sabbioni gt al., 1983). Sin embargo, en algunos alimentos de consumo colidiano lales
como pereji! se encuentra en altas concentraciones (700 a 1800 pgfkg de peso seco),

harina de trigo (40 jglkg peso seco), setas (2000 pglkg peso seco), elcélera (tabla 2).

Tabla 2. CONCENTRACION DE VANADIO EN

DIFERENTES ALIMENTOS.
Cereales 43.0
Fresas KIS
Lechuga 210
Aceites 0.2-40
Grasas 0.2-40
Arroz blanco 123-210
Rébano 52
Perej! 790.0 - 1800 (peso seco)
Eneldo 40.0-4310
Langosta 60-430
Bacalao 28.0
Crema de cacahuate 440
Harina de trigo 40.0 (peso seco)
Trigo 386
Higado (Res o Cerdo) 8%
Féculas Jion
Rifién (Res o Cerdo) 85
Selas 2000.0 (peso seco)
Pollo y pescado 1.7-38.0
Papas 10:6.0
Leche de polvo 40.0 (p/seco)
Leche 02-36
Huevos 02-36
Cerveza 32-11.0
Vino a2-11.0
Catne de res y cardo 02.4.0

Modificado de: Soremark, 1967; Myron e al., 1977;
Byrne y Kosta, 1978; Roldan, 1992; French y Jones, 1993.

Los efectos del vanadio y de sus compuestos, se han estudiado en varias
especies y es importanle sefialar que en la mayorla de los reportes que se tienen han
utilizado pentoxido de vanadio. Este compuesto se ha administrado por inhalacion, por via
intragastrica & intraperitonial (Roschin, 1967, Roschin, 1968, WHO, 1988; Roldan, 1990;
Altamirano ef ai., 1993).



La toxicidad del vanadio en animales de experimentacion depende principalmente de
la especie y la via de administracidn. En general, la toxicidad es menor cuando el metal
es administrado por la via oral y moderada cuando es por via parental (WHO, 1988). La
toxicidad de este elemento también varla considerablemente con la naturaleza del
compuesto, el vanadio es toxico ya sea como catién o como anién y se sabe que la
toxicidad se incrementa directamente proporcional a su valencia, de tal forma que el V° es
el mas toxico (WHO, 1988; Galli ef al., 1991). Entre los dxidos de vanadio, el pentoxido de
vanadio es el mas soluble y es mas toxico que el tridxido o el bioxido de vanadio (WHO,
1988).

El principal mecanismo de accion del vanadio es el bloqueo de numerosos
procesos metabolicos celulares por inhibicidn de enzimas como las ATPasas, fosfatasas,
quinasas y muchas otras (Jones y Basinger, 1983, Sabbioni el al., 1983), actuando en
sitios citoplasmicos de la membrana plasmatica (Léonard y Gerber, 1994), hecho que
indica que el vanadio posee un amplio espectro de accidon en el cuerpo y que su accion
loxica no es analoga a la mostrada por otros metales (Roschin, 1968). El vanadio
también tiene influencia en las reacciones de oxido-reduccion en el metabolismo de

lipidos y formacion eritrocitica (Léonard y Gerber, 1994),

3.1 Cinética del vanadio

Desde el punto de vista metabdlico, el tamafio de la particula .y la solubilidad
determinan {a absorcion por respiracion o inhalacion. Se estima que aproximadamente el
25% de los compuestos de vanadio solubles al ser inhalados son absorbidos. En el caso
del vanadio probablemente la absorcidn por el tracto gastrointestinal es alta (> 90 % en 4
dias) y es eliminado principalmente por heces 'y la orina (10%) (French y Jones, 1993).
Pero una pequefa fraccion de los Gxidos pueden ser retenidos por un tiempo largo
(Rhoads y Sanders, 1983). Poco después de la absorcion, se chserva una distribucion
uniforme y equitativa en tejidos blancos, sin embargo, los sitios de almacenamiento a
largo plazo son el -hueso, el masculo y la médula dsea. El vanadio absorbido es

transportado en el suero unido a la transferrina (Alessio e] al., 1988).



El vanadio pentavalente es rapidamente reducido a su forma tetravalente en el
interior de tas células en los sistemas, lanto, in vitro coma in vivo, {Johnson et al., 1974,
Sakurai et al., 1980, Galli el al., 1991; Léonard y Gerber, 1894). La reduccion del
vanadato se lleva a cabo por el glutation y en menor grado por ofros agentes como el
acido ascorbico. El equilibrio entre ambos esta en relacidn al potencial de oxido-reduccion
intracelular que a su vez se defermina por el polencial de éxido-reduccion del glutation y
del acido ascorbico (Sakurai gl al., 1980; Nechay el al., 1986; Rehder, 1991; Sakurai,
1894). Un hecho que ilustra lo anterior es que el penldxido de vanadio por via oral
presenta una dosis letal media (LDsp) en raton de 23 mg/Kg y en ofras sales de vanadio

como el tridxida y el tricloruro la LDy €5 de 130 mg/Kg (National Research Coucil, 1974).

3.2 Efectos mutagénicos del vanadio

En el hombre, se conace poco sobre las interacciones del vanadio con ef dcido
desovirribonucleico (ADN), asi comao su posible accion carcinogénica y su efeclo sobre el
proceso reproductiva (WHO, 1988), aungue se ha reportado que en animales de
laboratorio este metal en forma de metavanadato - se acumula en [a placenta y es
excretado en laleche (Hansen y Stern, 1984; Graedel gt al,, 1986, WHO, 1988).

Par otro lado, la posibilidad de que este metal se utifice en el tratamiento de
diabetes tipo | insulina-dependiente es de gran interés, ya que las sales de vanadio imitan
in vitro muchas acciones de la insulina en varios tipos celulares (Shechter, 1990; Posner
el al., 1990), efecto que puede ocurir via la activacién de los receplores celulares de
insulina por- fosforilacién de fa fosfolirosina o una inhibicion de las enzimas

correspondientes a las fosfatasas (Léonar y Gerber, 1994).

In vitro el vanadio ' ha mostrado tener efectns estimulatorios e inhibitorios de la
sintesis del ADN, dependiendo de la concentracién presente en el medio de cultivo
(WHO, 1988), mientras que en cultivos de linfacitos humanos, ho incrementa (a
frecuencia de intercambio de cromalidas hermanas (Sun, 1987; Roldan y Altamirano,

1890).



Zhong et al. (1994), determinaron la citotoxicidad del pentoxido de vanadio (V,0s),
utilizando células de ovario de hamster Chino V79, mediante la cinética del ciclo celular
usando citocalacina-B para inducir células binucleadas, donde se observd que se
incrementaba el nimero de células mononucleadas, con una disminucion significativa de
hinucleadas, muestran que el V,0s inhibe la mitosis a bajas concentraciones. Giii ¢! al
(1979), reportan una disminucion del indice mitdtico en células de médula dsea de ratas
de 21 dias. Otros estudios, reportan que en la linea D7 de levaduras el metavanadato de
amonio (Vs), induce conversian de gene mitdtico y mutaciones puntuales reversas (Galli
etal, 1991).

Estudios realizados por Migliore ef al (1993), en linfocitos humanos in vitro, con
diferentes compuestos de vanadio como el metavanadato de sodio (NaVQ,), el
metavanadato de amonio (NH,VO,), el sulfato de vanadil (SVOs) y el orlovanadato de
sodio (Na;vQ,), confirman que estos no son clastogénicos, ya que no encontraron un
incremento en la frecuencia de aberraciones cromosomicas tanto estruclurales como
numéricas, aunque, en el intercambio de cromatidas hermanas (ICH's) y en la asociacion
de satélites y micronticleos, hubo un incremento (tabla 3). Asi mismo, el vanadato puede
también producir rompimiento en la cadena de ADN en leucocitos humanos in vilro
(Birnboim, 1988).

Por otro lado, algunos compuestos de vanadio (V,0,, VOSO, o NH,VO,) producen
alteraciones morfoldgicas tales como deformacion celular o pérdida de la- definicion
nucleolar. En cultivos de células de ovario de hamster Chino (CHQ), estos compuestos
han mostrado ser citotdxicos (Léonard y Gerber, 1994). También éstos compuestos
inducen aumento de aberraciones cromosémicas estructurales con y sin adicion de la
fraccion S9, de forma dosis-dependiente. En el mismo sistema de prueba (tabla 3), se
propone que el incremento en fa frecuencia de ICH's es pequefio e independiente de la
concentracion (Owusu-Yaw el al, 1990). Sin embargo, no se observaron efectos
mutagénicos en la presencia o ausencia de la fraccion microsomal 89 en células V79
(Galli gf al., 1991). En electroforesis en gel de una sola célula o "ensayo cometa” el V,0s,
en linfocitos humanos in vitro, indica que éste metal puede inducir dafio al ADN y el dafio

producido por éste metal es rapidamente reparado por las células (Rojas et al., 1996).



TABLA 3. EFECTOS GENOTOXICOS DEL VANADIO Y SUS DIFERENTES
COMPUESTOS EN DOS SISTEMAS DE PRUEBA

CTUUTNOINDUGEIGHS . |Roidany
NFOCITOS ' {INCREMENTA LAS ABERRACIONES - | Aitamirant
HUMANOS® 'CROMOSOMICAS'(A.C.) NUMERICAS - "

LINFOCITOS | INCREMENTA A.C. ESTRUCTURALES [Roldanetal.,

HUMANOS 1996
e . Migliore el al.,
LINFOCITOS | INCREMENTA LOS ICH's Y LOS 1993
HUMANOS | MICRONUCLEOS
LINFOCITOS
HUMANOS | INCREMENTA LOS MICRONUCLEQS  [Migliore el al.,
: 1995
OVARIODE | INCREMENTA LOS Zhong etal, 1994
HAMSTER MICRONUCLEQS Y LOSICi's
CHINO (CHO)
CHO INCREMENTA LOS ICH's Y A.C. Owusu-Yaw et al.,
1990
INCREMENTA AC. NUMERICAS E
CHO INDUCE MICRONUCLEQS Ciranni ¢f al.,
1995

4, CAFEINA

La cafeina es una metilxantina que se encuenira en forma natural como
componente principal del café, té, refrescos (en especial los de cola), chocolates,
analgésicos y otros farmacos, (Pollar et al., 1987) y su consumo es amplio entre un gran
numero de personas. Se le conoce como 3,7-Dihidro-1,3.7-trimetil-1H-purina-2,6 diona,
1.3,7-trimetilxanting; 1,3,7-trimetil-2 G-dioxo pwina; Guaranina;, Metil-teobromina (Merek,
1989). Ademas sirve como fungicida, herbicida e insecticida, para las plantas que 1o
producen (Shin ef at., 1990).



Ef contenido de cafeina varia segun el producto del que se trate. £n café expreso
encontramos desde 170 mg/tasa de 180 mi, en el filtrado 110 mgftasa, en el instantaneo
75 mgltasa y en el descafeinado 1 mg/tasa. EJ{é de bolsa 50 mgitasa y en el instantaneo
30 mgAasa. En chocolates tenemos 40 mg/ara de 40 g Los refiescos de cola
dielélicos o regulares contienen 45 mg/180 mil. Eslos valores permiten establecer el
calculo total de consuma de cafeina al sumar la ingesta de calé, te, refresco de colay
chocolate (Beaulac-Baillargeon y Desrosiers, 1987).

Se ha mostrado que la cafeina se incrementa en ¢l arganismo por el efecto del
tabaco (Parsons, 1978, May ef al., 1982, Joeres ef al., 1988), por lo gue dejar el cigarro
disminuye su concentracion significativamente (Murphy et al, 1988) y el palrén del
metaholismo de la cafeina se normaliza (Brown gt al., 1988).

En mujeres sanas la cafeina se elimina en un 25 %, teniendo una vida media de
6.85 h en la {ase luteal del ciclo menstrual, mientras que en la fase folicular es de 5.54 h
{Balogh et al., 1987). El uso de anliconceplivos pueden duplicar el tiempo de vida media
de la cafeina (Patwardhan ¢} al., 1980; Meyer ¢f al, 1991), también se prolonga durante
el primer trimestre de embarazo {Aldridge ef al., 1981; Brazier ¢} al, 1983). Enralas no se

han observado variaciones al ingerir cafeina durante la gestacion (Nakazawa et al., 1985).

La cafeina es usada para el tratamiento de la somnolencia, fatiga, migrafa y
dolores de cabeza; ésta se ingiere en forma de tabletas o capsulas de liberacion
prolongada debiendo transcurrir {reinta minutos para que su accion empiece (Paimer ¢l
al., 1833).

4.1 Propiedades fisicas y quimicas

Se presenta como agujas incoloras trillantes o prismas hexagonales, inodoras y
de sabor amargo; su punto de fusion es de 238 °C, Sublima a 178 °C. La densidad como
d," esde 1.23. Su constante de basicidad (Kb), 2 18°C es 0.7 x 10", su constante de
acidez (Ka), a 25 °C es menor de 1.0 x 10™ el pKa es de 0.8. El pl de una solucion de

cafeinaal 1 % es de 6.9.

a



Un gramo de cafeina se disuelve en: 46 ml de agua a 25 °C, 5.5 ml de agua a 80
°C, 1.5 ml de agua hirviendo, 66 mi de alcohol, 22 m! de alcohol a 60 °C, 50 ml de
acetona, 5.5 ml de cloroformo, 530 m! de éter, 100 ml de bencenc y 22 mi de benceno
hirviendo. Muy soluble en pirral, tetrahidrofurano; soluble en acetato de etilo; ligeramente
eh éler de petrdleo. La solubilidad se incrementa en el agua con la presencia de acldos
organicos, benzoalos alcalinos, cinnamalos, citratos o salicilatos. La cafeina es

eflorescente al aire (Merck, 1989).

4.2 Propledades farmacologicas
4.2.1 Absorcidn

l.a cafeina, en cualquier forma fanmacéutica se absorbe bien y en periodos cortos
de tiempo, de manera que puede ser administrada por cualquier via sin que se presenten
mayores problemas; aunque preferentemente se utiliza la vla oral, ya que su absorcion
esta influenciada por el pH del tracto gastrointestinal y dada sus caracteristicas de base
débil. se absorbe mas rapidamente que por administracion rectal, donde el pH del medio
tiende a la neutralidad y fa absorcion disminuye (Guylon,  1976). La eficacia de la
absorcion por piel ha sido demostrada i vilro (Carver gt al.,, 1989), en animales y en
infantes tralados por apnea neonatal tas concentraciones de caleina en plasma son
entre 11 y 20 mg/l obtenida 48 h después de una dosis alla, dividida en 4 aplicaciones

abdominales a intervalos de 12 i (Morisot et al., 1880).

4.2.2 Distribucion

Se distribuye ampliamente en el organismn y se une en un 60 % a protelnas
plasmaticas. El volumen de distribucion (Vd) es igual a 0.5 llkkg. ~Se encuentran
concentraciones terapéulicas en sangre una hora después de la administracién oral. La
cafeina puede enconlrarse en liquido cefaloraquideo, saliva e incluso, pasa a través de la
leche materna aunque en dosis muy pequefas (Guyton, 1976). La cafeina tamblén
puede ser detectada en la sangre del cordon umbilical (Van, 1979).

La cafeina tiene efecto inhibitorio sobre la agregacion de plaquetas, por un
mecanismo todavia desconocido. Se ha sugerido que se une al ADN con una alta afinidad



por las regiones dafadas y asi interfiere en las uniones especificas de las enzimas
reparadoras (Kihlman, 1977). Sin embargo, ninguna de estas proteinas, que han sido
purificadas de procariontes son inhibidas por la cafeina (Selby y Sancar, 1990). Ademas
la cafeina se asocia al ADN por intercambio entre las bases adyacentes y se sugiere que
esta asociacion, inhibe la reparacion del ADN (Tornaletti et al., 1989). La cafeina posee
una estructura quimica similar a las purinas que constituyen la molécula del ADN (figura
1) de ahi su potencial para interferir con la division y el metabolismo celular (Aider, 1970).
Ademas se sabe que potencializa los efectos mutagénicos y letales de agentes
genotoxicos (Osterga et al., 1965; Cleaver, 1969, Selby y Sancar, 1990).
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FIGURA 1. ESTRUCTURA DE LA CAFEINA Y DE LAS PURINAS
CONSTITUTIVAS DE LA MOLECULA DE ADN (Lenhinger, 1982; Roldan, 1992)



4.3 Metabolismo y eliminaclon

La cafeina se metaboliza en el higado por dimetilacion y oxidacion parcial. El
tiempo de vida media es de 6.85 h. El farmaco se elimina casi totalmente en el higado y
se desecha principalmente por orina (Litter, 1986), la via metabdlica muestra multiples y
separadas dimetilaciones por oxidacion del C-8 y formacion de uracilo en humanos vy
roedores. Estas transformaciones ocurren en microsomas del higado excepto la oxidacion
del C-8 en la 1-melilxantina a acido 1-metiltrico, el cuat es mediado por la oxidacion de
xantinas (Bergmann y Dikstein, 1956, Grant gt al., 1986). Posee accion diurética
inhibiendo la resarcidn tubular de sodio y clorwo, estimula ta eliminacion de potasio.
Aumenta el nimero de glomerulos en accion; eleva la presion de filtracion, dilatando mas
las arteriolas aferentes que las efereptes. Incrementa el fiujo total del rifén (Guylon,
1976). La eliminacion se retarda en pacientes que presentan padecimientos hepaticos y

renales.

4.4 Toxicidad

La cafeina produce dependencia psiquica y en casos extremos, fisica, la
ahstinencia produce initabilidad y somnolencia, se te atiibuyen acciones teratoldgicas en
concentraciones de 75 y 150 mg/Kg en ratas, ya que induce aberraciones cromosémicas
debido a a inhibicién de procesos de reparacion del ADN (Hamed et al., 1894). A dosis
de 600 mg /dia en animales de laboratorio induce aborto o nacimiento premaluro. La
dosis letal media para humanos es: (LDs) igual 2 100 mg/Kg y para ratas es LDy igual a
200 mg/Kg (Guylan, 1976).

La caracteristica mas inportante de la cafeina es su influencia en ciertos efectos
biolégicos inducidos por mutdgenos comao las radiaciones o los agentes alquilantes. La
caleina amplifica el dafo cromosémico producido por estos agentes, tanto en células
animales como en cétulas vegelales dehido a que evita que las células dafiadas puedan
reparal las lesiones producidas, por lo que la cafeina favorece la formacion de estas
aberraciones a partir de lesiones residuales inducidas principatmente por agentes S-
dependientes (Gonzalez-Fernandez et al., 1985). Potencializa los efectos mutagénicos y



letales de agenles genotoxicos. Se sabe que esto se debe al menos en algunos
organismos. a fa inhibicion de la reparacion del ADN (Selby y Sancar, 1990).

Es bien conocido que la cafeina eleva las concentraciones de adenaosin
monofosfato ciclico (AMPc), por la inhibician de la toslodiesterasa (Beavo et al., 1970). Si
la cafeina aclia por este mecanismo, enlonces los agenles como el Ny-O-2
dibutiryladenosine  3'5'-ciclico monofosfato  (dbcAMP), y ef  3-isobutil-1-metilxantina
(IMBX), que pueden elevar el nivel celular de AMPc, debe lener un efecto de realce
similar al de la cafeina. Por ejemplo, el tratamiento post-UV de las células XPL19 con
estos agentes (cafeina+UV), no realzan, pero reduce la induccion de la frecuencia de
intercambio de cromatidas hermanas (ICH’s) por UV (Tohda y Oikawa, 1988). Ademas, Ia
cafeina ha sido reporiada como unh potente inhibidor de la polifADP-ribosa) polimerasa
(Purnell y Whish, 1980).

En ofros sistemas de prueba como son, las células permeabilizadas y la
Escherichia cofi, la cafeina (10 a 100 mM) inhibe los mecanismos de reparacion de
fotorreactivacion y escision de nucleotidos (Wilkin, 1969). También se ha demoslrado que
la cafeina {10 mM), inhibe el praceso de reparacion por escision de nucledtidos en células

Hela (Selby y Sancar, 1990)

En’ finfocitos humanos fa cafeina (0.1, 05 y 1.0 mM), en combinacion con
mitomicina C, inhibe la reparacion posreplicativa (Okoyama y Kitao, 1981). Se ha
establecido que amplifica la induccion mutagénica por parte de N-metil-N-nitrosourea y la
N-metil-N"-nitro-N-nitrasoguanidina en Salmonella typhimurium  en una concentracidn de
1.0 mM, esto se efectta durante la replicacion del ADN (Balansky, 1992). En células de
hamster Chino, se ha reportado que ta cafeina convieite lesiopes de doble cadena del
ADN ocasionados por muldgenos, en aberraciones cromosémicas y fragmentaciones,
durante fa replicacion (Roberts y Kotsaki-Kovatsi, 1986). Los efectos mutagénicos, co-
mutagénicos, anti-mutagénicos mostrados por la cafeina han  despertado un  gran

interés, debido al amplio uso de ésta.



5. MECANISMOS DE REPARACION DEL ADN

La reparacion celular del dafo causado a una macromaolécula solo se sabe que
existe para el ADN. En ninguin otro caso la integridad de una sola molécula es lan vital
para la supervivencia de la célula. Un gen bacteriano tiene un 50 % de probabilidades de
no ser allerado, incluso después de haberse duplicado mas de 100 millones de veces, no
es sorprendente encontrar que la célula posea mecanismos para preservar la integridad
del ADN y eliminar lesiones introducidas en el mismo. La estructura duplex
complementaria del ADN asegura que la informacion perdida de una cadena pueda ser
recuperada de la otra. Solamente la perdida completa de un par de bases, la escisidn
transversal del duplex, o falla en la correccion de pruehas en un error de replicacion son

irreversibles (Kornberg, 1978).

El dafio causado al ADN puede ser en forma de cortes en la cadena, o
modificaciones o pérdidas de bases debidas a agentes quimicos o fisicos del ambiente,
lales como iones hidrogeno, drogas alquilantes, luz ultravioleta, rayos-X y también el
desgaste debido a los acontecimientos metabdlicos. La depurinacion esponlanea,
atribuible a H', ocurre con una frecuencia significativa. E! principal dafio causado al ADN
por la luz ultravicleta es una dimerizacion de las pirimidinas. Residuos adyacenles de
timina se juntan formando un anillo de ciclobutano y ya no pueden formar enlaces de
hidrogeno con las adeninas de la cadena opuesla. En consecuencia la hélice en esta
regién estd dislorsionada. A menos que el dimero de timina sea eliminado, no puede

tener lugar la replicacion nila transcripcidn, o éstas se ven alteradas (Kornberg, 1978).

Enla aclualidad; se considera que existen cuatro tipos principales de mecanismos
de reparacion del ADN,; fotorreactivacion que en presencia de luz repara daflos in sifu;
reparacion por esclslon, que se efeclia antes de la replicacion del ADN y requiere de
varias reacciones enzimalicas; por recombinacién, que repara daiios que persisten ain
después de la replicacion del ADN y reparacion S80S, el cual se acliva cuando los
anteriores ya se han saturado. Como su nombre lo indica es el (himo recurso de la célula
para sobrevivir (fabla 4).



*Las areas dafiadas de ADN son
escindidas y son resintetizadas
nuavas secuencias en los huecos.

*Multiples - funciones -enzimaticas,
involucradas en la reparacion,
incluyendc el reconocimiento de
los sitios dafiadas, remocion delas

bases por la nucleasa,
remplazamiento. de 13 base
pofimerada vy unidn de los

extremos de ADN, porla ligasa.

*involucrada en ia reparacion dei
ADN humano.

*Repara un gran rango de lesiones
del ADN incluyendo, . bases
alteragas. grandes lesiones,
unicnes cruzadas.

Tabla 4. MECANISMOS DE REPARACION DEL ADN

* Sélo ocurre durante ia replicacion

del ADN.

“Involucra enzimas resintetizadas.

-

Invoiucrada en
reparacién en humanos.

* La reparacién involucra lesiones
resultados en replicacién de
gaps. tales como bases alteradas ©

con

grandes lesiones de una sola hebra.

-

Puede involucrar
recombinacién.

la actividad de

gventos de

* Especifico para e! dado inducido
por la luz U.V., (gimerizacion de las
pirimidas).

“Accién enzimatica en presencia de
luz visibie que rompe Ios dimeros o
monomeros.

* No se ha demostrado en céiulas
humanas.

* Hay pocz o nula reparacicn del
dafio inducido por agentes quimicos

* Parece ser confinado a organismos
procariotas, taies como las bacterias.

* Este sistema de reparacion no se
presenta rnormalmente, pero es
inducido por el ADN dafado, que no
puede ser reparado por l0s procescs
de escision normal o posreplicativo.

* Estudios recientes han establecido
una reparacién parecida al SOS en
slgunas céiulas de mamifer

Brusick, 1987




5.1 Fotorreactivacion

Albert Kelner descubrio en 1949 que la sobrevivencia de bacterias irradiadas con
luz ultravioleta se vela aumentada cuando eran expuestas subsecuentemente a una
fuente intensa de luz azul. Este proceso es llevado a cabo por la ADN-fotoliasa, una
enzima cromofora; es decir es capaz de captar la energla proveniente de la luz (longitud
de onda entre los 300 y 500 nm) y transfieren la energia de sus electrones excitados
hacia los dimetos de timina, lo que hace que esta alleracion en el ADN (Sancar et al,
1987), se rompa y eliminen los dimeros de pirimidina (timinas), producidas por la luz ultra
violeta (U.V) de onda corta, por fompimiento de enlaces covalentes entre el anilo
ciclobutano con la absorcion de un foton, correspondiente a la region azul del espectro
visible (Paterson y Genther, 1984; Myles y Sancar, 1989). Las enzimas mejor estudiadas
son las de Escherichia coli, Saccharomyces sp. y Streptomyces sp., este tipo de
reparacion esta presente en casi todos los organismos y al parecer juega un papel muy

imporiante en las plantas (Lewin, 1985).

5.2 Reparacién por escision

Es el principal mecanismo de reparacion en la obscuridad utilizado para eliminar el
segmento defectuoso de la cadena de ADN remplazandolo por otro en el que las bases
eslén apareadas correctamente (Korberg, 1978). Esle procese se efectia con la
paricipacion de glucosidasas de ADN y de tres lipos de enzimas diferentes: la
endonucleasa, la ADN polimerasa |y la polinucledtido ligasa. Es universal en el mundo
biologico, todos los organismos de vida libre incluyendo los micoplasmas dependen de
ésta (Paterson el al., 1991). Aunque, las baclerias mutantes son deficientes en esla
reparacion (Sancar, 1994), la cual retne la informacién en el diplex para remover una
base o el nucledtido darfiado y reemplaza ésle con una base normal usando la cadena

complementaria como un molde.

En la reparacion por escision de bases la remocion de Ias lesiones ocurren de dos
lormas; 1) la base dafiada es liberada por ADN glucosidasa y el azicar AP (sitio
apurinico) es escindido por AP endonucleasa. La reparacion por escision de bases fue un

sustrato limitado porque la ADN glicosidasa que inicia el proceso de reparacion, esta en



contacto con las lesiones durante la caldlisis. En la reparacion de nucledtidos, un sistema
de enzimas hidrolizan dos enlaces fosfodiester, uno de cada lado de la lesion para
generar un oligonucledtido (Sancar 1994). Tanlo la fotorreactivacion como la reparacion
por escision, son mecanismos de reparacién prereplicativos, actian antes de la fase 5

(Kihiman, 1977).

6.3 Reparacion por recombinacion 6 posreplicativa

Fue descubierta por Rupp y Howard-Flanders (1968). Debido a que al momento
de la sintesis de nuevas moléculas de ADN, los dimeros de timina no tienen nucleotidos
complementarios, quedan huecos opuestos a cada dimero (Buhl y Reagan, 1975), los
cuales son reparados por recombinacion. La presencia de los dimeros de pirimidinas
reducen la velocidad de replicacion del ADN (Hewitt y Meyn, 1975) y son causa de la
recombinacion que se presenta durante y/o después de la replicacion de éste (Lin y
Howard-Flanders, 1976).

La molécula de ADN se abre y empiezan a separarse las 2 cadenas. Al llegar al
sitio especifico se corta una de las bandas por accion exonucleotidica de las mismas
enzimas, dejando asfi un exiremo 3-OH libre; trasladandose hasta donde se encuentra la
copia de ADN, uniéndose entonces con la secuencia homdloga por la accion de la ligasa
del ADN. (Howard-Flanders, 1981; Stahl, 1987; Sancar y Sancar, 1988, Myles y Sancar,
1989; West, 1992). Hay cierto tipo de lesiones que inhiben o bloquean la duplicacion de
ADN, (como la presencia de dimeros de pirimidina que reducen la velocidad de
replicacién) y cuando la polimerasa del ADN encuentra este tipo de anomallas en la hebra
que sirve de molde, deja de insertar nucledtidos y continua con su tabor mas adelante,
quedando un hueco justo enfrente de donde se localiza el dafio, reparandase por

recoimbinacion.

Estos dos Ultimos mecanismos de reparacién comparten propiedades similares en
sus procesos, la reparacioh por escision opera principaimente para la replicacion del
ADN, mientras que la reparacion posreplicativa permite seguir la replicacion cerca de las
lesiones que pueden ser de otra manera ietales. Estos 2 tipos de reparacion se cree que
son también inducibles asi como constitutivos (es la produccién del nivel enzimatico)



(Samson y Schwartz, 1980). Ambos procesos estan libres de error (remplazamiento de

hases exactas) y propensos a error, que es la reparacion no exitosa (tabla b).

Los factores que determinan si la via es libre de error o propenso a error son la

especie, el tipo celular, el mutdgeno quimico y la especificidad de la lesion inducida al

ADN (Cerutti, 1978).

Tabla 5. DEFINICIONES DE LAS PROPIEDADES DE LOS PROCESOS DE
REPARACION POR ESCISION Y POSREPLICATIVO

] conduce a una mayor actividad enzimélica

L.a concentracién de enzimas de reparacion son fijados por un cierto
nivel de produccién; aumentar la incidencia de lesiones del ADN no

Las concentraciones de enzimas reparadas responden al namero de
lesiones del ADN, por ejemplo, el prelratamiento cronico de células con
bajos niveles de agentes alquilantes amplifica la reparacion de lesiones
con un mayor nivel de "DESAFIO" del mismo agente.

El proceso de reparacion del ADN consiste de -un
remplazamiento de bases, resullando en un cambio no neto en el ADN
una vez que el proceso de reparacion esta completo.

seguro

El proceso de reparacion no es exilosa y las Secuencias del ADN
aberrantes son producidas por las polimerasas de reparacion; nuevas
mutaciones pueden resultar como consecuencia.

Brusick, 1987,

5.4 Reparacidn dvl ADN en mamiferos

Se ha observado que en células de mamiferos las radiaciones aumenlan la

frecuencia de recombinacion, lo cual pudiera ser la consecuencia de fendmenos de

reparacién por que se presentaran en el momento de 1a replicacion del ADN o después de

la misma (Radman y Herrera, 1970).



Mediante técnicas autorradiogréficas, se ha mostrado (Rommelaere et al., 1973)
que en células de criceto (hamster Chino) la frecuencia de recambinacion aumenta
después de la irradiacion con luz UV. También se ha observado un incremento en la
recombinacion cuando se daha el ADN con agentes quimicos como el N-acetoxi-
acelilaminofluoreno  (IXAmbrosio  y  Setlow, 1976),  dimetiinitrosamina vy

metilmetanosulifanato (Craddock ef al., 1976).

6.5 Reparacion SOS

Es un sistema inducible y mutagénico (Caillet-Fauquet, 1976, Radman, 1975). En
E. coli se requiere de sintesis de protelnas y de la presencia de los genes rec y lex. En
este sistema se observa que la supervivencia del fago Lamda irradiado es mayor cuando
el hospedero (E.coli} ha sido también irradiado. La hipdlesis propone que al irradiar af
hospedero se induce un sistema de reparacion en las bacterias, que tienen ahora mayor
capacidad para reparar el ADN daiado def fago, pero con un incremento en fa frecuencia

de mutacién debido afa accion de una “polimerasa infiel" (Radman, 1875).

La sefial que induce a los genes reprimidos para que el sistema SOS opete, es
probablemente un bloqueo temporal de la replicacidn del ADN de la presencia de lesiones
en el mismo. El hecho de que la mutagénesis aumente como resultado de este proceso,
puede ser consecuencia secundaria de las condiciones fisioldgicas de ensayo-error bajo
las cuales opera el sistema SOS. Devoret et gl (1975), reportan que en condiciones de
mdxima homologia entre el fago Lamda infectante y las bacterias lisogeénicas infectadas,
eliminan aparentemente la posibilidad de que la reparacion SOS sea el resultado de un

incremento en fa recombinacion.

Es notable la similitud existente entre la reparacién por el sistema SOS y la
transformacion oncogénica en cultive de células de mamiferos. Para que la
“transformacion” se presenie en ambos casos se requiere una respuesta celular acliva al
agente inductor. Ademas, Ames ef al., (1973), demosfraron que la mayoria de los

carcinégenos son mutagenos potentes.
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6. LINFOCITOS HUMANOS COMO SISTEMA DE PRUEBA

Las lesiones inducidas en el ADN de los linfocitos por agentes mutageénicos,
pueden estar sujetas en algunos de los casos a la reparacion, a pesar de la baja actividad
lo que conduce a que las lesiones no reparadas o mal reparadas formen mutaciones

puntuales y aberraciones cromosomicas importantes (Perry y Thomson, 1984).

Los linfocitos cultivados tienen propiedades que sirven para estudiar las funciones
especiales de las células como la diferenciacion celular y funciones generales como lo
son la transferencia de energia, el flujo de informacion genética def ADN a través de ARN
a proteinas y la formacion de organelos celulares (Lerner y Dixon, 1973). Los linfocitos
representan del 25 al 33 % de las células blancas o leucocitos (Ham, 1975, Fawcett,

1987).

En la sangre de las personas sanas, las concentraciones de linfocitos varian
mucho con la edad, encontrdndose por ejemplo en un adulto de 21 afos el nimero de
eslas células es de 2500/mm’, mientras que en los recién nacidos la cantidad es mas del

doble (6500/mm”) (Natarajan y Obe, 1982).

En el hombre, el 80 % de los linfocitos periféricos son pequefos, el 5 % son
medianos y un 15 % de estos pertenecen a las células grandes llamadas linfoides
(Natarajany Obe, 1982). En adultos el 70 % de los linfocitos son de tipo T, mientras el 30
% restante corresponden al tipo de los linfocitos B, estas proporciones varian con la edad
(Smith ef al., 1974, Steel g} al., 1975).

Desde el punto de vista mutagénico el linfocito ofrece una serie de ventajas que lo
hacen muy interesante, como el hecho de presentar una vida imedia de 2 a 4 afios, fo que
permite que acumule lesiones en su ADN, ademéas de encontrarse en un estado definido
del ciclo celular (G,) y mediante la adicion- de agentes mitogénicos como la
fitohemaglutinina (PHA), la sintesis del ADN comienza después de las 24 Horas a partir
del momento de la estimulacion, encontrando el maximo de actividad a las 72 horas (Ling

y Kay 1975).



Se han estandarizado metodologias para el cultivo de sangre completa en
humanos que permite determinar la sensibilidad de los linfocitos de sangre periférica at
dafio citogénelico. tos cultivos obtenidos con dichos mélodos dan resultados
reproducibles con indices mitdticos altos y frecuencias basales estables de intercambios

entre cromalidas hermanas (ICH's) (Kligerman et al., 1984).

7. INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS {ICH's)

Los intercambios de cromatidas hermanas (ICH's) se le define como el
intercambio de segmentos de ADN que involucran un rompimiento simétrico en el
mismo locus entre cromatidas hermanas que no resultan de una alleracion
morfologica de un cromosoma completo y durante el cual cada una de las cadenas del
segmento de ADN intercambiado se une a la cadena similar de la cromatida hermana
(Nakanishi y Schneider, 1979}, Pueden visualizarse facilmente en los cromosomas en
metafase. Lo anterior ha sido aplicado para el estudio de la estructura- de los
cromosomas, dafio cromosomico, inestabilidad y deficiencia en la reparacion de algunos

sindromes.

7.1 Antecedentes

En 1957, Taylor utilizé6 métodos autoradiograticos, para describir por primera vez
los intercambios en las cromatidas hermanas, en los cromosomas de Bellavana
romana. Observo que después de un ciclo de replicacion en presencia de un medio, sin
presencia de un precursor radioactiyo, algunos cromosomas - en metafase presentaban
intercambios reciprocos a lo largo de las crométidas hermanas lo cual sugirié que la
mayoria de estos intercambios (si no todos), fueron inducidos por ta radioaclividad
necesaria para su deteccion. Taylor 5ugirié la distribucion del ADN marcado en divisiones
subsecuentes, en ausencia de precursores no radioactivos y demostra que sélo el
filamento del ADN originat es conservado durante la duplicacion en cada division celular;
apoyando asi la replicacion. semiconservativa del ADN. No obstante el método
autoradiografico presenta una resolucién limitada y no pennite analizar de manera

detallada el nimero y posicidn de los ICH's,



7.2 Sintesis del ADN y formacidn de |{CH's

Se ha demastrado que para dar origen a un intercambio de doble hebra {(ICH's),
5 necesario que la célula pase por 13 elapa de sintesis y que el sitio para la formacion
de ICH's esta confinado a la horquilla de replicacion (Kato, 1980). Asi mismo,
Schvartzman et g} (1979), determinaron que la induccion de los ICH's aumentaba durante

la replicacion del ADN debido a la presencia de lesiones no reparadas. Estas evidencias

indican que, la etapa en que se producen los inlercambios en las cromatidas hermanas
es durante la sintesis def ADN. Lo cual es de esperarse ya que es el momento en que las
2onas homologas de las cadenas nacientes del ADN se encuentran mas unidas,

de las moléculas del ADN ya duplicados. Sin embargb?‘Ahaerson (1981), sugirio que en
la elapa G; es en 1a que se forman los ICH's, por una sintesis semiconservativa residual,

no obstante consideré que estos resuitados se deben verificar en otros sistemas y con

varios agentes mutagénicos.

7.3 ICH's como indicador de daiio en el ADN

Los ICH's son el reflejo del dafio al ADN, inducido por agentes quimicos
mutagénicos, cancenrigenos, ulirasonido, luz UV, radiacion jonizante y temperatura entre
olros (Kato. 1980). Su analisis ofrece la posibilidad de ensayos rapidos, sensibles y
cuantitativos, para descubrir dafo genético (Taylor gt al., 1957, Guerrero, 1979), se
puede detectar con dosis tan bajas, (de 10 a 100 veces menores que las utilizadas para
producir aberraciones cromosomicas), que no “alteran” fa morfologia del cromosoma.

En un reporle del programa GENO-TOX, sobre ' intercambio de cromatidas
hermanas se hacen las siguienies consideraciones sobre el uso del andlisis de ICH's

{Lattef al, 1981).



a) Es excelente para detectar compuestas que producen aductos al ADN, como es
el caso de los agentes alquilantes metilmetano suifonato (MMS) y mitomicina C
(MMC).

b) Es extremadamente sensible para descubrir mutdgenos quimicos a
concentraciones de 10 a 100 veces menores, que tas necesarias para causar
ordinariamente aberraciones cromosomicas.

¢) Es posible detectar mutdgenos quimicos de accion directa e indirecta.

d) Es un método relativamente rapido.

e) En los sistemas de prueba de mamiferos es posible usar los estudios tanto in
vitro como in vivo, ya que permiten el andlisis de multiples tejidos, inclusive
células germinales.

f) Es factible aplicar estas pruebas en organismos diversos incluyendo las plantas
los cuales pueden utilizarse como monitores ambientales de agentes
genotoxicos.

g) Estos ensayos se pueden emplear en poblaciones humanas.

h) El resultado positivo de induccion de [CH's generalmente indica que el

compuesto es genotoxico y carcindgeno (Latt et al., 1981).

7.3.1 Desventajas de la utilizacion de la prueba de ICH's
a) Es relativamente insensible a compuestos capaces de inducir rupturas dobles
en el ADN.
b) El desconocimiento del significado bioldgico.
¢) El efecto sinergico o aditivo que puede tener la BrdU en refacion al mutageno.

8. CINETICA DE LA DIVISION CELULAR (C.D.C.)

El hecho de que la técnica de lincion diferencial de cromatidas hermanas se base
en la incorporacion de un analogo de la timidina como es la bromodesoxiwidina durante
dos ciclos de division (figura. 2), da la posibilidad de estudiar la cinética de proliferacion
celular, ya que sigue una substitucion asimétrica del ADN, segun el patron de tincion se
puede determinar, el nimero de veces que se ha dividido una célula. Las celulas que se

han dividido una sola vez, muestran una tincion homogénea en ambas cromatidas, ya que

M



presentan una substitucion monofilar en sus cromatidas, lo cual conduce a una tincion
obscura (figura 3), mientras que las que se han dividido dos veces presentan una
substitucian bifilar, ya que la incorporacion de ADN es mayor que en una mondfilar, en la
bifilar la tincidon de una cromatida hermana es clara, mientras que la olra es obscura
(figura 4) (Spelt el al., 1984), en las cuales se presenta una tincion diferencial y ias
células que ya pasaron por tres o mds ciclos muestran una tincion helerogénea
ohservandose cromosomas con ambas cromalidas palidas, con porciones de cromatidas

obscura y lo que resta palido (figura 5).

El andlisis de la frecuencia de ceélulas en metafase, las cuales se han replicado por
1, 11, 11} 0 mas ciclos, provee informacion sobre los efeclos citostaticos o ciloldxicos de los

agentes quimicos (Ivell y Tice, 1982).
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FIGURA 2. INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS EN PRESENCIA DE DOS CICLOS
DE BrdU, LAS FLECHAS INDICAN LAS CADENAS DE ADN, LA CROMATIDA NEGRA INDICA
UNA INCORPORACION UNIFILAR Y LA BLANCA REPRESENTA LA SUBSTITUCION BIFILAR
POR LA BrdU. LAS FLECHAS PEQUENAS INDICAN LOS INTERCAMBIOS: TERMINAL (T) O
INTERSTICIAL ({I). EN CROMOSOMAS DE LINFOCITOS HUMANOS IN VITRO CON TINGION

DIFERENCIAL
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HGURA 4. CROMOSOMAS DE LINFOCTOS HUMANOS EN METAFASE DF
SEGUNDO CICLO: a = INTERCAMBIO TERMINAL Y
b = INTERCAMBIO INSTERTICIAL
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1. JUSTIFICACION

En estudios previos realizades en el Laboratorio de Citogenética, Mutagénesis y
Toxicologla Reproductiva se mostré que el pentdxido de vanadio no modifica la
frecuencia basal de ICH's en cromosomas de linfocitos humanos. De tal forma que se
considero ta posibilidad de que el pentdxide de vanadio produzca lesiones que, al ser
reparadas no se puedan expresar como ICH's. En trabajos previos efectuados en el
mismo Laboratorio se encontrd que la combinacion de vanadio (aplicado a las 24 horas
de cultivo) en las concentraciones de 4 y 6 yg/ml mas cafeina (20 pgiml, a fas 24 y 48
horas de iniciados los cultivas), modifica las frecuencias basales de ICH's. Por la que en
el presente trabajo se pretendio elucidar el ciclo de divisién en el cual se induce el dafio
por parte del vanadio, realizando tratamientos con diferentes tiempos de aplicacion det

pentdxido de vanadio y de la cafeina.

19



1. HIPOTESIS

Se sabe que en linfocitos humanos in vitro, el pentoxido de vanadio aplicado a las
24 horas de iniciados los cultivos en combinacion con cafeina agregada a las 24 y 48
horas inducen un atimento diferencial de Intercambio de Cromatidas Hermanas, que na
se abserva Unicamente con el metal. Por lo tanto st a cultivos de linfocitos humanos se les
trata con vanadio mas cafeina en diferentes ciclos de division entonces se evidenciara el

efecto genotdxico por parte del vanadio y el tiempo especifico en que éste es inducido.
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1V, OBJETIVOS

General:

Estudiar el efecto genotdxico producido por [a interaccién vanadio cafeina
aplicados en diferentes ciclos de division celular en cultivo de linfocitos humanos

Especificos:

Evaluar el efecto genotdxico del vanadio en combinacion con la cafeina mediante
el analisis del intercambio de cromatidas hermanas (ICH's), en diferentes ciclos de

division celular en linfocitos humanos en cultivo,
Evaluar el efecto citotéxico del vanadio en combinacion con la cafeina por medio
del Indice mitético y la tasa de proliferacion linfocitica (TPL), en diferentes ciclos de
division celular en linfocitos humanos en cultivo.

Establecer el tiempo de cultivo en el cual se induce el efecto genotdxico.

Establecer el papel que juega la cafeina en la expresion del dafio al ADN, inducido

por el pentoxido de vanadio



V. MATERIAL Y METODO

1, COMPUESTOS QUIMICOS:
Se utilizo pentoxido de vanadio (V,Os) (Aldrich Chem. Co. USA), disuello en agua
destilada y esterilizado por filtracion, con filtro Millipore con poro de 0.22 pym. La cafelna

(Sigma, USA) también fue disuelta en agua destilada y esterilizada siguiendo el mismo

procedimiento.

2, CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANOS

A partir de donadores clinicamente sanos def sexo masculino, se exirajeron por
puncién venosa 5-ml de sangre periférica, con una jeringa heparinizada. Posteriormente
0.5 m)] de esta sangre se cultive en 475 ml de medio RPM-1640 suplementado con
glutamina y NaHCO, activado con 0.25 ml de fitohemaglutinina (PHA-M) (Sigma-USA) y

se incubo durante 72 horas a 37 °C enla ohscuridad.

A las 24 horas de iniciados los cullivos y ya que las células empezaron a
dividirse, a cada frasco se le adiciond 0.t ml de una solucion de 5-bromadesoxiuridina
(BrdU, Sigma. USA) con una concentracion final de 5 pg/ml. A las 71 horas a cada cullivo
se le adiciond 0.1 mi de una solucion de Colchicina (4 pg/mi) (Merck) y se tes dejo hasta

completar las 72 horas.

Una vez Yranscurrido este tiempo los cultivos se centrifugaron a 1500 r.p.m. durante
10 minutos'y el paguele celular se sometit a un chogue hipoténico con una solucion de
cloruro de potasio (KCl 0.075 M) por 20 minutos a 37 °C. Posteriormente se realizé otra
centrifugacion y las células se fijaron en una solucion de métanol-acido acélico (3:1), con

tres cambios de la mezcla fijadora 20, 16 y 10 minutos respectivamente.

Det Gltimo cambio de la solucion fijadora se realizaron preparaciones por goleo én

porta abjelos desengrasados, las cuales se dejaron secar al aite.



3. DISENO EXPERIMENTAL

a) Para estudiar el efecto del pentéxido de vanadio a las cero horas de iniciados
los cullivos, se adicionaron las tres diferentes concentraciones (2, 4 y 6 pg/ml), durante la
siembra. La cafeina (20 pg/ml), se adiciond a las 0, 24 y 48 horas respectivamente (figura
6).

1l S MCAFEINA.
. !}‘VANADIO‘E" Brdu: -
2
A| A

"FIGURA 6. TRATAMIENTOS DE VANADIO APLICADOS A LAS CERO HORAS EN
COMBINACION CON CAFEINA EN LOS 3 DIFERENTES TIEMPOS DE DIVISION



b) Para poder evaluar el efecto del pentoxido de vanadio sobre el primer ciclo de

division, se adiciond a las 24 horas las tres diferentes concentraciones (2, 4 y 6 pg/ml).

La cafeina se adiciono a las 0, 24 y 48 horas respectivamente (figura 7).
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FIGURA 7. TRATAMIENTOS DE VANADIO APLICADOS A LAS 24 HORAS EN
COMBINACION CON CAFEINA EN LOS 3 DIFERENTES TIEMPOS DE DIVISION
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c¢) Para cuantificar el efecto del pentoxido de vanadio sobre el segundo ciclo de

replicacion, éste se agrego a las 48 horas de iniciados los cultivos, con las mismas

concentraciones, La cafeina (20 pg/ml), se adiciond a las 0, 24 y 48 horas (figura 8).

' CAFEINA

- L BrdUs

0 S

=

FIGURA 8. TRATAMIENTOS DE VANADIO APLICADOS A LAS 48 HORAS EN
COMBINACION CON CAFEINA EN L.OS 3 DIFERENTES TIEMPOS DE DIVISION

En todos los casos, se contd con un testigo absoluto (-) y otro de cafeina en los

diferentes tiempos de division (+) (0, 24 y 48 h),

La BrdU, se aplict en todos los protacolos, siempre a las 24 horas de iniciados los

cultivos.



4. TINCION DIFERENCIAL DE CROMATIDAS HERMANAS (ICH's)

Las laminillas se irradiaron con luz ultravicleta por 20 minutos en solucion acuosa
(agua destilada). Transcurrido este tiempo, se incubaron por 20 minutes en una solucion
doble salina de citratos 0.03M de citrato de sodio (2X8SC), a 60 °C. Finalmente las
preparaciones se lavaron y tifieron con una solucion de Giemsa (Sigma) (1:30) en agua
corriente durante 10 minutos después se lavaron al chorro del aguay se dejaron secar al

aire.

6. EVALUACIONES

Para evaluar la cinética del ciclo celular, por concentracion se observaron al azar
100 células en metafase y se cuantificaron las células en primera, segunda, - lercera o
divisiones sucesivas. Para el analisis del IM se observaron 1000 células, tomando en

cuenta el porcentaje de células en metafase.

El tiempo medio de division linfocitica (TPL) se obtuvo al aplicar la siguiente

formula propuesta por Ivett y Tice (1982):

Ny I Bt BN A
rpp o TIEMPO.DE.Bral) EN. EL MEDIO
) +2(01) + 3(011)

en donde i, Il y Il representan las proporciones de células en primera, segunda,

tercera o divisiones subsecuentes respectivamente.

Para cuantificar los ICH's se observaron 40 células en metafases, bien extendidas
y de segundo ciclo, considerando a los intercambios lerminales como uno y a los
intersticiales como dos. Todas las evaluaciones se realizaron por duplicado, por

concentracién y a doble ciego en un microscopio dplico (Nikon)®.

6. ANALISIS ESTADISTICO
El Indice Mitotico se analizo mediante la prueba de "Z” para proporciones, al

Tiempo de Proliferacién Linfocitica se ie aplico la "t" de Student y a la frecuencia de ICH's

por metafase se evalud mediante el analisis de varianza multifactorial (ANDEVA).
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V1, RESULTADOS

Enlatabla 6 se presentan los resultados del ensayo donde el V,Os5 fue aplicado a
las cero horas de cultive simultaneamente con la cafeina, mostrando que el IM disminuyé
significativamente en la concentracion de 6 ng/ml de V,O5 con respecto al lestigo (2.05 vs
3.63 p<0.056). La TPL se modifico significativamente en el lestigo de cafeina y en las
concentraciones de 2 y 4 pg/ml de V,0;, en relacion al testigo absoluto (26.10 ¢ 0.42,
2 ug: 26.40 + 056, 4ug: 28.54 2 0.33 vs 24.71 ¢ 0.47, p<0.05 y 0.005). Asi mismg,
cuando |a cafeina fue aplicada en el primer ciclo de division (24 horas), se obtuvieron los
mismos resullado a las mismas concentraciones (p<0.005 y 0.05). EI IM disminuyd
significativamente en relacidn al testigo absoluto (205 vs 3.63, p<0.05), en la
concentracién de 6 pg/ml de V,05 en el fralamiento mencionado, pero con cafeina
adicionada en el segundo ciclo de divisién (48 h). Con respeclo a la frecuencia de ICH's

en eslos mismos tralamientos, no presentaron madificaciones.

En la tabla 7, se presentan los resultades obtenidos del segundo tratamiento
donde el V,0; fue aplicado a las 24 horas de cultivo. El IM no se modificé en este
tratamiento en combinacion con cafeina a las cero horas, mientras que en la TPL hubo un
increment0 estadisticamente significativo con respecto al testigo absoluto (25.94 + 048 vs
24.20 + 0.18, p<0.005). En la concentracién de 6 ug/ml de vanadio con cafeina aplicada
a las 24 horas se observé una disminucion significativa en todas las concentraciones de
vanadio a las 48 horas de cafeina (2ug: 22.42 + 0.60, 4ng: 22.324 0.73, 6pg: 22.9 + 0.02
vs 24.20 + 0.18 respectivamente, p<0.05). En relacidn a la frecuencia de ICH's, no se

encontraron diferencias significativas.



TABLA 5 INDICE MITOTICO, TASA DE PROLIFERACION LINFOCITICA E INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS, EN LINFOCITOS

HUMANOS EN CULTIVO. TRATADOS CON V,0: APLICADO A LAS 0 h, EN COMBINACION CON CAFEINA ALAS0.24Y 48 h.

CONCENTRACION DE TIEMPO DE M _TPL ICH's/ CEL
VANADIO TRATAMIENTO DE %) X +ee) (X = e.e)
(ug/mi) CAFEINA h)
(20 pg/mi)

o G)h

2471 +0.47 3.17

- 2285+021¢c 389 = 0.13
2 23.07+038b 349 = 0.35
4 2306+037b 357 = 0.31
[ +

2424042

¢ p<0.005 prueba 1" de Student vs Testigo absoluto {-)



TABLA 7. INDICE MITOTICO, TASA DE PROLIFERACION LINFOCITICA E INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS, EN LINFOCITOS
HUMANGS EN CULTIVO, TRATADOS CON V,0; APLICADO A LAS 24 h, EN COMBINACION CON CAFEINA ALAS 0. 24Y 48 h.

CONCENTRACION DE TIEMPO DE ™ _IPL ICH's/ CEL
VANADIO TRATAMIENTO DE (%) (X ee) (X £ ee)
(ugtmi) CAFEINA (h)
{20 pg/mi)
3.28 000 ) 2820 % 018 103472009
T 345 .. |-2364 % 033 . . . 315+ 028 . .

L 3B0

2]

a p<0.005 prueba “t” de Student vs testigo absoluto (-); b p<0.0005 prueba "t” de Student vs testigo absoluto (-}




En la tabla 8 se presentan los resultados obtenidos del tratamiento con el V.05
aplicado a las 48 horas en combinacion con la cafeina a las 0, 24 y 48 horas de iniciados
los cultivos respectivamente. La TPL mosirdo un incremento  significativa en la
concentracion de 6 pg/ml de V,05 comparado con el tesligo absoluto (25.50 + 0.28 vs
24.20 4 0.18, p< 0.005), al adicionar la cafeina a las cero horas de haber iniciado los
cultivos. Al analizar el IM, se encontrd una disminucion estadisticanmente significativa en
relacién al testigo absolute en las concentraciones de 4 y 6 pgiml de V,0s (431g: 1.80,
6pg: 1.50 vs 3.26, p<0.05), en la combinacion de cafeina aplicada en el primer ciclo de
division (24 h). En cuanto a la TPL se vio un aumento significativo comparado con el
testigo (2pg: 26.37 + 0.52, 6ug: 28.07 + 0.38 vs 24.20 » 0.18 p<0.005 y 0.0005), en la
concentracian mas alta de vanadio combinada con el misma tratamiento de cafeina. Con
respecto a la induccion de ICH's en este tratamiento, no se observaron modificaciones
significativas a las cero horas de cafeina. Sin embargo, al aplicar la cafeina en el primer
ciclo (24 h), hubo un aumento en Ia frecuencia de |ICH's en la concentracion de 6 ng/ml
de V,0s, en comparacion con el testiga ahsoluto (4.49 + 0.29 vs 3.17 1 0.09, p< 0.005),
los testigos de cafeina de los tres tiempos (0, 24 y 48 h) ( 4.49 £ 0.29 vs 2.80 1 0.25, 2.76
+ 0.33, 2.86 £ 0.38, p<0.005 y 0.05 respectivamente) y con la primera concentracion de
vahadio combinado con cafeina aplicada a las cero horas (449 + 0.29 vs 2.94 + 0.24

p<0.05)

En cuanto a la aplicacion simultanea de vanadio y cafeina a las 48 horas (tabla B),
los resultados muestran que el IM disminuyd significativamente en las concentraciones de
4y 6 pg/mi en relacion al testigo absoluto (4 pg: 2.0, 6 pg: 1.80vs 3.26, p< 0.05). La TPL
se incrementé significativamente con respeclo al lestigo absoluto en las tres
concentraciones de vanadio (2 pg: 26.60 + 0.57, 4 ug: 27.76 £ 0.51, 6‘;192 29.26 + 0.36 vs
24.20 £+ 0.18, p< 0.005 y 0,0005). Asl misma, en la frecuencia de |ICH's también se ve un
aumenta significativo en la concentracion de 4 ug/mi de vanadio comparando con el
testigo absoluto (4.70 + 0.44 vs 3.17 + 0.09, p<0.0005), los testigo de caleina en los tres
tiempos (0, 24 y 48 h) (4.70 + 0.44 ys 2.80 4 0.25, 2.76 + 0.33, 2.86 + 0.38, p< 0.005) y
todas las concentraciones de vanadio en combinacion con cafeina a las cero horas (4.70
+ 044 vs 2ug: 294 + 024, 4 pg 323 4 028, 6 pg 320 + 0.23, p< 0.005
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TABLA 8. INDICE MITOTICO, TASA DE PROLIFERACION LINFOCITICA £ INTERCAMB!IO DE CROMATIDAS HERMANAS. EN LINFOCITOS
HUMANOS EN CULTIVO, TRATADOS CON V,05 APLICADO A LAS 48 h. EN COMBINACION CON CAFEINAALAS 0. 24 Y 48 h

CONCENTRACION DE TIEMPO DE ™ TPL ICH's/ CEL
VANADIO TRATAMIENTO DE (%) Xtee X tee)
{ug/mi) CAFEINA {n
{20 ug/mi)

4
- - 3.26 24.20+0.18 3.17 +0.08
- + 3.15 2352047 2.756 +0.33
2 + 2.20 2637+052 b 3.03 +£0.31
4 + 1.80a 2553 £ 0.66 3.85 +0.28
& + 1.502a 28.07+038 d 448 £0.25de

476 504 dsf
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a p<0.05 prueba "Z" para proporcianes vs testigc absoluto (-); b p<0.005 prueba
¢ p<0.0005 prueba “{" de Student vs testigo absoluto (-)

d p<0.005 para ANDEVA, seguida de Tukey: e p<0.05 para ANDEVA seguida de Tukey: f p<0 0005 para ANDEVA seguida de Tukey

"t" de Student vs testigo absolutc (-)



y 0.05). En la concentracién de 6 pg/ml los ICH's aumentaron significativamente
comparado con el testigo absoluto (5.22 + 0.44 vs 3.17 + 0.09 p<0.0005), los testigos de
cafeina de los tres tiempos (5.22 £ 0.44 vs 2.80 + 0.25, 2.76 + 0.33, 2.86 + 0.38, p=< 0.005,
0.0005), todas las concentraciones de vanhadio en combinacion con cafeina a las cero
horas (5.22 + 0.44 vs 2pg: 2.94 + 0.24, 4 ng: 3.23 + 0.28, 6 pg: 3.20 £ 0.23, p<0.005 y
0.05) y la concentracion de 2 pg/ml de vanadio en combinacién con cafeina aplicado en el
primer ciclo de divisién (24 h) (5.22 1 0.44 vs 3.86 + 0,28, p<0.005). Estos datos indican
que cuando el vanadio y la cafeina son aplicados simultaneamente a las 48 horas a
medida que aumenta la concentracion de vanadio el porcentaje de células en metafase
disminuye.



VII. DISCUSION

1. CITOTOXICIDAD

Los cambios que provoca un compuesto sobre el proceso de division celular, son
un criterio importante para la identificacion del dafio en los sistemas genéticos (Sharma y
Talukder, 1987). La toxicidad celular producida por un medicamento o compueslo, es uno
de los indices que generalmente se evallia para detectar los efeclos de los agentes
quimicos. Los pardmetros mas utilizados para este fin son el indice mitélico y la tasa de
proliferacion linfocitica, este tltimo aporta también informacion sobre la duracion del ciclo
celular (Rojas et al., 1993).

La mayoria de los metales son capaces de afectar la division celular y producir
alteraciones eh las fibras del huso mitético, lo que conduce a la formacion de
diplocromosomas, poliploidias y a una disminucion del IM (Sharma y Talukder, 1987).
Aunque, algunas de estas respuestas pueden ser atribuidas a la afinidad de los metales
por los enlaces disulfuro y por consecuencia a las protelnas del huso (Cherian, 1985).

La citotoxicidad de! V;05 (4 y 6 pg/ml), se observo al aplicarlo a las 48 horas en
combinacion con cafeina a las 24 y 48 horas eﬁ donde hay una disminucion significativa
en el IM. Se sabe que la toxicidad in vitro del vanadio y sus compuestos, depende de |a
valencia, lo que se relaciona con su solubilidad y su densidad, siendo la forma
pentavalente la mas toxica para los mamiferos (Galli et al., 1991). Sharma e} a} (1987),
establecen que en divisidn celular algunos metales, inducen disturbios en el huso
mitético, arresto en- metafases y disminuyen el IM, lo cual coincide con nuestros
resultados. Ademas Zhong e} al (1994), repottan la citotdxicidad del V,0; en células de
ovario de hamster Chino V79, por la cinética del ciclo celular usangio citocalacina-B para
inducir células binucleadas. El vanadio en concentraciones. relativamente altas, es
citotoxico y modifica varias funciones celulares involucradas en la milosis (Léonar y
Gerber, 1994).

Los datos obtenidos en el presente estudio indican que el vanadio en las tres

diferentes concentraciones en combinacion con caleina es citotoxico y alarga la TPL, lo
cual coincide con otros trabajos realizados con V,0s en cultivos de linfocitos humanos, en

13



donde disminuye el indice mitdtico y el tiempo generacional (TPL) se prolonga (Roldan y
Altamirano, 1990; Altamirano et al., 1993; Zhong, 1994). El efecto del vanadio sobre la
TPL posiblemente se deba a que éste metal afecta la fase de G, del ciclo celular, ya que
ésta es la responsable del liempo generacional y de su estimulacion o inhibicion depende
que un ciclo se retarde o se acelere, esto se puede lograr con algun nutriente u hormona.
El vanadio es un elemento relativamente toxico ya que unos pocos jg/g en la dieta
pueden ejercer un efecto farmaccldgico in vivo, especialmente si el estado nutricional del
organismo no es el oplimo. Sin embargo, la acumulacion gradual tanto en los organismos
como en el ambiente, aumenta su polencial toxicoldgico (Waters, 1977; Phillips gt al.,
1983). Si bien se sabe que el vanadio es un micronulriente esencial en pollos y ratas, el
cual podria estar actuando sobre la fase de G, con base en lo que se menciond
previamente y posiblemente por tal motivo registramos TPLs mas largas, es decir los

cultivos presentaron un tiempo generacional mayor.

Como se mencion, los resultados anteriores se pueden deber al efecto citotoxico
o simplemente al bloqueo de la proliferacion celular por parte del vanadio, ya que, éste
es un potente inhibidor de la progresién mitdtica y es capaz de afectar la segregacion de
todos los cromosomas (Pfarr gf al., 1990; Mcintosh y Pfarr, 1991; Léonard y Gerber,
1994). También afecta los procesos normales de sintesis del ADN (Sabbioni et al., 1991),
interfiriendo al mismo tiempo con ofras moléculas involucradas en el metabolismo celular,
como el motor que impulsa el movimiento cromosdmico (Migliore ¢f al., 1993). Como
otros metales pesados, esto puede impedir la reunion de los microtubulos de!l huso por
uniones especificas de grupos sulfhidrilos (Ramel y Magnusson, 1979, Onfelt, 1986). Lo
cual puede alterar algunas actividades enzimaticas (Nechey, 1984; Sabbioni et al., 1991),
que regulan la presencia de Ca®* intracelular; este parece estar asociado positivamente

con el movimiento cromosémico (lzant, 1983; Nechey, 1986).

La exposiclon del vanadio en el metabolismo y algunas acciones farmacoldgicas,
en concentraciones bajas como 107-10° M, inhiben actividades enzimaticas como
Na/K/ATPasa, asociadas con el transporte de la membrana (Cantley et al., 1977). Por
olro lado, el vanadato (10-100 uM) inhibe el movimiento anafasico de los cromosomas y
la prolongacion del huso en células lisadas PTK 1, pero aparentemente en Ia

polimerizacion no actua (Cantley et al., 1977).



Los resultados de este trabajo, se suman a los observados en otros sistemmas de
prueba, por ejemplo en células de médula dsea de ratas de 21 dias tratadas con V,0s en
donde el indice mitdtico se ve disminuido (Giri et al., 1979). El polencial citotéxico por
parte del V05 se observa también en células de médula dsea en ratén, en las cuales no
modifica la TPL (Altamirano et al., 1993); mientras in vilro en la linea de céiulas V79 de
hémster Chino, refleja una tendencia a disminuir el Indice de replicacion pese a que los
resultados no son significativamente diferentes (Zhong et al., 1994). Sin embargo, cuando
se evalian diferentes sales de vanadio, en cullivo de linfocitos humanos se observé una
disminucion en el indice de replicacion, para el NH,VO,, para el NaVQ;, Na;VO, y SVOs,
aunque éstas no son significalivas existe una tendencia a disminuir conforme aumenta la
dosis. Todos estos reportes aportan informacion acerca de la citotdxicidad del vanadio,

independientemente del sistema de prueba.

2. GENOTOXICIDAD

El intercambio de cromatidas hermanas (ICH's), las aberraciones cromosomicas
(A.C) o micronucleos, son considerados pardmetros adecuados para identificar la
exposicion a bajos niveles de agenles quimicos con accidn genotoxica (Al-Sabti et al,
1992; Barale ef al.. 1993; Berces et al., 1993; Lakhanisky et al., 1993). El desarrollo de
técnicas basadas en Ia incorporacion de 5-bromodesaxiuridina (BrdU), para la tincién de
cromatidas hermanas (Latt, 1973; Perry y Wolff, 1974), ha permiiido una determinacion

exacta de éstas.

La prueba de ICH's se considera una de las técnicas mas sensibles para detectar
la exposicion a agentes mutagénicos (Knnutila el al., 1978; Morimoto et al., 1985). Painter
propuso en 1980, que los ICH's son reflejo de errores en la sintesis, involucran
rompimiento .y reunién del ADN hacia los loci homdlogos de las cromatidas, como
resultado de una mala replicacién del templado de ADN, dafado probablemente por
recombinacion o pérdida de la velocidad de. replicacion de la horquilla.. Siendo
intercambios de dos filamentos entre dos moléculas de ADN que posiblemente ocurran
por alguna de las 3 siguientes vias: 1} Un intercambio entre cromatidas que han sido
rotas independieniemente en sitios homdlogos; 2) Un sistema de reparacion que opera
durante la replicacion del ADN y 3) un error en la replicacidn del ADN. Sin embargo, ¢l
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mecanisma molecular responsable para el intercambio todavia no se conoce (Knnulila,
1979, lannuzi ¢t a)., 1991, Morales ef al., 1994).

En otros estudios, se ha repoitado que la frecuencia basal de ICH's en linfocitos
de sangre periférica varia entre individuos y dentro de los factores que fa afectan son ta
exposicion a agentes terapéuticos o genotoxicos ambientates, defectos genéticos como el
caso del Sindrome de Bloom (Palilli el al., 1983), asi como la edad, el sexa y el estilo de
vida (fumadores, alcoholismo, consumo de anticonceptivos) (Hupkin y Evans, 1980,
Husgalvel-Pursiainen et al., 1980; Alvarez ¢l al., 1980; Bent et al., 1982).

Estudios previos, muestran que el pentdxido de vanadio por si solo no induce
intercambio de cromatidas hermanas en linfocitos humanos (Roldan y Altamirano, 1990),
sin embargo, al combinarlo con fa cafeina que es un inhibidor de los mecanisimos de
reparacion posreplicaliva y de escision, los cuales san de fundamental importancia para la
proteccion de! material genético contra los cambios estructurales debido a agentes fisicos
y quimicos (Arlett y Lhemann, 1978), se puede observar el efecto genotoxico por parte del
V,Os, ya que, fa dosis de cafeina empleada en éste trabajo es baja (20 pg/mi de cultivo,
lo cual equivale a 1.0208 x 10™* mM), en comparacian con fo reportado por otros autores
para la induccion de ICH's y de abertaciones cromosomicas en el mimo sistema de
prueba (Weinstein gf al., 1975).

Algunos trabajos que apoyan que ta cafeina es un amplificador de dafio son: 1) ta
cafeina (1 mM) ha sido uilizada para inhibir 1a reparacion cromosémica producida por la
mitonticina C, en linfocitos humanos (Okoyama y Kitao, 1981), 2) fambién se ha utilizado
para amplificar el efecto de la luz U:V. en células de Xeroderma pigmentosum a una
concentracion de 0.1 mM donde esta concentracian no alecta a las células normales
{Tohda y Oikawa, 1988). Ademds se ha empleado a la cafeina (0.5-1.0 mM) en
combinacién con el selenito de sodio (Na;Se0;) {0.0029-0.058 mM), como moduladores
de quimicos mutagénicos y carcinogénicos (sabiendo que los posibles efeclos del selenio
y ta caleina en mutagénesis en procariontes se aplican antes, durante o después de la
exposicion de un mutageno), inducido por la N-metil-N-nitrosourea (MNU), N-metil-N'-
nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG), en Salmannella lyphimurium, donde la cafeina sola con
MNNG produce una amplificacion sighificativa de la mulagenisidad, lo cual se atribuye a
la inhibicién de alguin mecanisino especifico de la reparacion del ADN (IARC, 1981). Lo
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que confirma la capacidad de la cafeina para influenciar procesos involucrados en la
fijacion y expresion del dafio inducido al ADN por MNU o MNNG (Samson gt al., 1988;
Balansky, 1992).

Por otro lado, la cafeina ejerce varios efectos en células de mamiferos tratadas
con mutagenos tanto fisicos como quimicos y los resultados observados sugieren que
estos inhiben la reparacion del ADN (Timson, 1977), por lo que ésta se ha empleado para
realzar o potencializar el efecto inductor de la frecuencia de ICH's. Con base a estos
antecedentes, se puede decir que los resullados obtenidos se deben reaimente a la
accion del vanadio sobre la molécula de ADN al inducir lesiones, que al no ser reparadas
se manifiestan como ICH's. El incremento en la frecuencia de JCH's obsetvado en los
tratamientos con vanadio aplicado a las 48 horas de cultivo en combinacién con cafeina a
las 24 y 48 horas hace suponer que la presencia de la cafeina en un ciclo de division
celular antes de la cosecha pudo influir sobre los mecanismos de reparacion y provocar
que las lesiones inducidas por el vanadio no fueran reparadas y sean fraducidas en
intercambios, esto es apoyado por Anderson (1981), el cual menciona que los ICH's
aumentan durante la replicacion del ADN en presencia de lesiones no reparadas. Ademas
la cafeina en células somaticas induce un blogueo en el limite de S/G,, mediante la
inhibicion del mecanismo de reparacion posreplicativo, durante el segundo ciclo de
exposicion, esto nos habla de que los linfocitos humanos son mas sensibles al efecto que

esta ejerce como un amplificador de dafio (Wallers et al., 1974).

Aunque el V.05 no produce ICH's en linfocitos humanos (Roldan y Altamirano,
1990), trabajos realizados por Migliore gl al (1993), enconfraron que diferentes
compuestos de vanadio como son, el metavanadato de amonio (NHVOy), el
metavanadato de sodio (NaVOQ,), el orfovanadato de sodio (Na,vVQO:) y el sulfato de
vanadil (8VO;), incrementan la frecuencia de ICH's significativamente, en linfocitos
humanos. Por otro lado, Owusu-Yaw et al (1990); con los mismos compuestos pero, en
células de ovario de hamster Chino, también muestran un aumento en la frecuencia de

ICH's en las concentraciones mas altas.
Siguiendo con los parametros que proporcionan informacion acerca del efecto

genotdxico se han realizado oltros estudios, con diferentes sales de vanadio (SVOQs,

NazVO, y NHVO,) en células de médula dsea de ratén, donde se observé un aumento de
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micronucleos los cuales pueden ser explicados por perdida de cromasomas, esto
también se puede deber a ta induccion de células haploides y particularmente por
metafases hiperploides (Ciranni et al., 1995). Ademas en células de ovario de hamster
Chino y en células humanas MOLT4, el vanadato (5'), es capaz de producir enlaces
cruzados (croosslinks). También induce rompimientos al ADN de cadena sencilla en
leucocitos humanos (Birnboim, 1988).

El hecho de que no se observen ICH's en éslos tratamientos se puede deber a
que el liempo de aplicacion del vanadio al inicio de los cultivas, en el cual las células se
encuentran en un periodo de adaptacion y al aplicarlo a las 24 horas las células empiezan
a dividirse, sin poder observar el efecto del vanadio al aplicar la cafeina en los diferentes
tiempos (ya que inhibe los mecanismos de reparacion).

Por otro lado, en trabajos previas se utilizé el V,0; en combinado con caleina
ambos aplicados a las 24 horas observando un incremento en la frecueincia de ICH's en
la concentracion de 6 ug/mi de vanadio y a las 48 horas de cafeina también la increnienta
en las concentraciones de 4 y 6 ng/ml de vanadio (Roldan, 1992), lo cual no concuerda
con los resultados oblenidos en este trabajo en relacion con los tiempos de tratamiento
del vanadio ya que en esta investigacion se utilizaron los lilempos de 0y 48 horas a
diferencia de los antecedentes donde Unicamente se ulilizd en tralamiento de las 24
horas, cabe seftalar que los tiempos de aplicacion de la cafeina si fueron los mismos que
ya se hablan ulilizado (0, 24 y 48). Esto puede deberse a que los donadores utilizado en
este proyecta no fueron los mismos que los que se emplearon en trabajos anteriores y
hay que tomar en cuenta las caracterlsticas individuales de cada uno de los sujetos de
donde se obluvo fa muestra de sangre. Probablemenle los individuos ulilizados en ésta
invesligacidn presentan diferencias en la cinéticas de reparacion y en los niveles basales
de ésta, (Rojas el. al ., 1996).

En el tralamiento donde se aplico el pentdxido vanadio a las 48 horas en
combinacion con la cafeina a las 24 horas de haberse iniclado los cultivos se observo un
incremento en la frecuencia de ICH's como ya se menciond, estos resultados taf vez se
deban a que la cafeina al ser aplicada en el primer ciclo de division produzca una
inhibicion de las enzimas implicadas en fa reparacion que no alcancen a normalizarse



para el siguiente ciclo, al momento de ser agregado el vanadio. Sin embargo, cuando el
vahadio y la cafeina son aplicados a las 48 horas, se logra visualizar mejor el efecto con
el incremento en la frecuencia de ICH's en las concentraciones de 4 y 6 pg/mi, lo cual

podria deberse a la permanencia de la combinacion en el medio.

La amplificacidn del dafio por parte de la cafeina depende del tiempo en el que
esta es aplicada, ya que liene una vida media de aproximadamente 6 horas y al ser
adicionada actia inmediatamente sobre los mecanismos de reparacion. Los resultados
anleriores sugieren la posibilidad de que la cafeina este inhibiendo los mecanismos de
reparacion, por tanto el dafio producido por el vanadio se expresa en forma de ICH's, ya
que, se sabe que la cafeina se une al ADN con una alta afinidad por las regiones dafadas
y asi interfiere con las uniones especificas de las enzimas reparadoras (Kihlman, 1977).
Probablemente de esta forma este inhibiendo la reparacién por escislon y posreplicativa
(IARC, 1991), no permitiendo que el daffio inducido por parie del vanadio. se diluya,
cuando sélo se dejan los cultivos durante un ciclo de division y antes de que sea
completado se detienen a las células en metafases. Este hecho contribuye a lo ya
propuesto por Rojas gf al (1996), donde reporlan due el dafio producido por parte del
vanadio es rapidamente reparado por la célula y conforme transcurre el tiempo este dano
se va diluyenda. De tal forma que la persistencia de los ICH's (Tice y Schuartzman,
1982), no es posible debido a que la mayor parte del dafic al ADN se repara cuando las
células se dividen.
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VIIl. CONCLUSIONES

* La citotoxicidad del vanadio no se vio modificada por accion de la cafeina

* Con base en los resultadas oblenidos a partir de la Tasa de Proliferacion
Linfocitica (TPL), se propone que el vanadio inhibe la fase de G, del ciclo
celular.

* El efecto genotdxico se observe desde la concentracion de 4 pg/ml cuando la
combinacion de vanadio-cafeina (48 h), estuvo presente en el medio de cullivo y en
contacto con las células por un ciclo de division, ya que el dafio producido por el
V,0s es rapidamente reparado por éstas.

* Los resultados de ICH'’s oblenidos cuando la cafeina fue aplicada un ciclo de
division antes (24 h), que el pentoxido de vanadio (V,0s), indican que posiblemente
los mecanismos de reparacion de escision y posreplicativo son inhibidos.

* De la misma forma y con base al'incremento de ICH's obtenidos del tratamiento
simultaneo de pentdxido de vanadio y cafeina durante el segundo ciclo de division
(48 h), se sugiere la posibilidad de que la. cafeina inhiba principalmente el
mecanismo de reparacion de escision ya que el posreplicativo requiere de otra fase
S (sintesis) para poder actuar. Lo que significa que el mecanismo de reparacion de
escisién juega un papel muy imporiante en la persistencia de las lesiones del ADN.
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